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RESUMO

Mimosa scabrella Benth., popularmente conhecida como bracatinga, € uma arbdrea
leguminosa nativa, caracteristica das regides mais frias do Sul do Brasil. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da inoculacdo de dois isolados de FMAs (Acaulospora
colombiana e Rhizophagus clarus) no crescimento e desenvolvimento de mudas de
bracatinga em solo ndo estéril, bem como a interacdo de BFN e FMAs em diferentes pH,
em solo estéril. O primeiro trabalho avaliou o crescimento e desenvolvimento das mudas
de bracatinga e colonizacdo micorrizica em casa de vegetacdo.Plantas inoculadas com
Rhizophagus clarus apresentaram resultados de crescimento e desenvolvimento maiores
que o controle e o tratamento com Acaulospora colombiana.Dessa forma, concluimos que
a inoculacdo do FMA Rhizophagus clarus pode ser uma alternativa no desenvolvimento e
producdo de mudas de bracatinga.O segundo trabalho avaliou o efeito da inoculacdo de
dois isolados de FMAs (Acaulospora colombiana — SCT115A e Rhizophagus clarus —
SCT720A), no crescimento e nodulacdo de mudas de bracatinga, em diferentes pH. Os
resultados demonstraram que plantas ndo micorrizadas ndo nodularam. Em pH 5,1 nédo
houve diferenca do tratamento inoculado com Rhizophagus clarus e o tratamento controle.
Além disso, a coloniza¢do micorrica foi menor em raizes de plantas cultivadas em pH
5,1.Entretanto, as plantas inoculadas com FMA e cultivadas nos pH 5,4; 5,7 e 6,0 ocorreu
maior crescimento refletindo em dez, oito e nove vezes maior massa seca da parte aérea,
massa seca de raiz e massa seca total, respectivamente, em relacdo ao controle. Esses
resultados demonstram que a existéncia de interacdo entre FMAs e bactérias fixadoras de
nitrogénio, sdo influenciados pelos diferentes pH, em relacdo ao crescimento das plantas
de bracatinga.

Palavras-chave: Acidez do solo. Micorrizas arbusculares. Rizébios.






ABSTRACT

Mimosa scabrella Benth., popularly known as bracatinga, is a native leguminous tree,
characteristic of the colder regions of the South of Brazil. The objective of this work was
to evaluate the effect of the inoculation of two isolates of AMFs (Acaulospora colombiana
e Rhizophagus clarus) on the growth and development of bracatinga seedlings on non-
sterile soil, as well as the interaction of NFB and AMFs at different pH, in soil sterile.The
first work evaluated the growth and development of bracatinga seedlings and mycorrhizal
colonization in the greenhouse.Plants inoculated with Rhizophagus clarus showed higher
growth and development results than control and treatment with Acaulospora
colombiana.Thus, it was concluded that the inoculation of the FMA Rhizophagus clarus,
may be an alternative in the development and production of bracatinga seedlings.The
second work evaluated the effect of inoculation of two isolates of FMAs (Acaulospora
colombiana - SCT115A and Rhizophagus clarus - SCT720A) on growth and nodulation of
bracatinga seedlings, at different pH. The results showed that non-mycorrhizal plants did
not nodulate. In pH 5.1 there was no difference in treatment with Rhizophagus clarus and
control.In addition, mycorrhizal colonization was lower in plant roots grown at pH
5.1.However, in plants inoculated with FMA and cultured in pH 5.4; 5.7 and 6.0 higher
growth occurred, reflecting in ten, eight and nine times greater shoot dry mass, root dry
mass and total dry mass, respectively, in relation to the control. These results demonstrate
that the existence of interaction between FMAs and nitrogen fixing bacteria are influenced
by the different pH in relation to the growth of bracatinga plants.

Keywords: Soil acidity. Arbuscular mycorrhizae. Rhizobium.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, tornou-se um modelo de sucesso mundial em plantios com espécies florestais
de rapido crescimento; isso foi possivel devido a investimentos em pesquisa florestal no setor
da silvicultura (MAZUCHOWSKI et al., 2014). Apesar do Pinus, espécie exdtica, ser bem
sucedido e com grande interesse econdmico na regido do Planalto Serrano Catarinense, existem
espécies nativas que possuem caracteristicas silviculturais potenciais ao cultivo nessa regido,
que podem ser utilizadas como alternativas (MENEGATT], 2015), por exemplo, a bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.),espécie nativa da Floresta Ombroéfila Mista, caracterizada por ser
pioneira na sucessdo secundaria dessa vegetacdo e por possuir crescimento rapido, com
incremento médio anual em torno de 24 m3/ha/ano (SANCHES et al., 2010), o que possibilita
seu uso em reflorestamentos.

A bracatinga é um recurso florestal muito manejado por agricultores familiares de Santa
Catarina, principalmente na serra catarinense, com grande importancia como fonte de renda
para os agricultores (MULLER, 2011).Embora seja empregada basicamente para fins
energéticos, a bracatinga é caracterizada por amplo espectro de produtos madeiraveis, como
madeira para construcdo civil, varas para olericultura, madeira serrada, pecas torneadas,
aglomerados, compensados e celulose (URBANO et al., 2008). A espécie ainda permite o
consércio com outras plantas, manejo no sistema silvipastoril, como planta forrageira e a
utilizacdo como pasto apicola (MAZUCHOWSKI, 1989).

Esta espécie forma nas raizes associacfes mutualisticas com rizébios e com fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs). Segundo Nadeem et al. (2014), os FMAs quando associados
as plantas hospedeiras aumentam a area da superficie da raiz e permitem maior capacidade de
absorcéo de agua e nutrientes do solo como o fosforo (P), nitrogénio (N), potassio (K) e outros
micronutrientes.Andrade (2000) identificou pela primeira vez FMA em raizes de Mimosa
scabrella Benth. Lammel et al. (2015) identificaram o FMA do género Acaulospora spp. como
predominante nas raizes de Mimosa scabrella Benth.. Recentemente, alguns trabalhos também
tém demonstrado o potencial do uso de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) e FMAs em
Mimosa scabrella Benth. (LAMMEL et al., 2015; PRIMIERI, 2016).

O uso de tecnologias microbianas para o fornecimento de nitrogénio as plantas ja vem
sendo utilizada com sucesso no Brasil, como na cultura da soja, na qual, conforme Hungria e
Mendes (2015), bactérias do género Bradyrhizobium contribuem de forma suficiente para uma
alta producdo de soja, permitindo um manejo mais sustentavel e com diminui¢do dos custos de

producdo com a adubacdo mineral. No que diz respeito a utilizacdo de FMASs no Brasil, é
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limitada pela inexisténcia de inoculante comercial. O uso de inoculantes microbianos como
(BFN) e (FMAs) em espécies florestais sdo alternativas sustentaveis para reduzir o custo e o
impacto ambiental causado pela utilizagdo de insumos quimicos, embora ainda com uso muito
restrito e circunstancial.

Nesta linha de raciocinio, a selecdo de estirpes eficientes para a bracatinga pode ser
favordvel ao desenvolvimento e a nutricdo de mudas, reduzindo, assim, o tempo de viveiro e
aumentando o indice de pegamento e a sobrevivéncia das mudas na fase de transplantio.

Embora alguns trabalhos tenham demonstrado a importancia de FMAS no crescimento
desta espécie, ainda ndo existem informacdes relativas ao desenvolvimento da bracatinga, sob
inoculagdo de FMAs, em condi¢des de solo, como a escassez de estudos relacionados a
aplicacdo de FMAs em diferentes pH do solo.

Considerando os diversos usos potenciais da bracatinga e a falta de conhecimentos entre
a interacdo com FMA s indigenas e fatores edaficos do solo, como o pH, este trabalho tem como
objetivo avaliar o efeito da inoculacéo de dois isolados de FMAs (Acaulospora colombiana e
Rhizophagus clarus) no crescimento e desenvolvimento de mudas de bracatinga em solo nao

estéril, bem como a interacdo de BFN e FMAs em diferentes pH em solo estéril.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BRACATINGA

A Mimosa scabrella Bentham, popularmente conhecida como bracatinga, é uma
leguminosa florestal, da subfamilia Mimosoideae, nativa e endémica do Brasil (DUTRA et al.,
2012). Espécie pioneira, encontrada na Floresta Ombrdéfila Mista (Floresta com Araucéria)
(KLEIN, 1960) e nas formagdes Montana e Alto Montana, sendo pouco abundante nessas
formacOes ndo perturbadas e formando grupos puros em éreas antropizadas, conhecido como
bracatingais (BARTOSZECK, 2000).

Possui ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo em todos os estados da regido Sul e
parte do Sudeste, nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (DUTRA et al.,
2012), nas altitudes de 350 a 2.000 m (CARVALHO, 2003), o qual, na regido Sul, é encontrada
em altitudes acima de 700 metros, temperaturas médias anuais de 13 a 18,5° C e sem déficit
hidrico, entre as latitudes 23°50’S e 29°40°S e as longitudes 48°50°W até 53°50°W (ROTTA;
OLIVEIRA, 1981).

A bracatinga é uma espécie da familia Fabaceae (ex Mimosaceae), género Mimosa e
espécie M. scabrella, identificada por Bentham. Tem como sinonimia botanica o nome de
Mimosa bracaatinga Hoehne (CARVALHO, 2003). Arvore perenifélia, associada com regides
de climas frios do Brasil, com 20 a 30 cm de diametro altura do peito (DAP) e 4 a 18 m de
altura, podendo na idade adulta atingir até 50 cm de DAP e 29 m de altura (EMBRAPA, 1988).
Quando ocorre em alta densidade desenvolve tronco alto e reto e quando cultivada isoladamente
apresenta menor altura com tronco ramificado. Pode chegar a viver até 25 anos, ou seja, € uma
espécie de baixa longevidade (CARVALHO, 1994).

A bracatinga pode ser considerada uma espécie de rapido crescimento quando
comparada com outras espécies florestais nativas (LAURENT; MENDONCA, 1989). Em
estudo realizado por Carvalho (1983) foi verificado que o crescimento em altura da bracatinga
aos oito meses apés o plantio foi superior a espécies nativas como: Luehea divaricata (agoita-
cavalo); Gochnatia polymorpha (cambard); Ocotea puberula (canela-guaicd); llex
paraguariensis (erva-mate); Ocotea porosa (imbuia); Tabebuia alba (ipé-amarelo) e
Podocarpus lambertii (pinheiro-bravo). Pouco exigente quanto as condi¢es fisicas e quimicas
do solo (REGENSBURGER; COMIN; AUMOND, 2008), ocorre em solos de textura franca ou
argilosa e bem drenados, e em terrenos rasos com pH variando de 3,5 a 5,5 (CARPANEZZI,
2006).
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A bracatinga vem sendo manejada tradicionalmente desde o inicio do século XX, na
forma de densos povoamentos, conhecidos como bracatingais, cuja finalidade &
predominantemente a producdo de lenha (EMBRAPA FLORESTAS, 1988), mas apesar de
possuir ocorréncia natural em regides de climas temperados (MARTINS, 2004) a espécie tem
sido introduzida em regides tropicais do Brasil e até mesmo em outros paises da América
Central e Africa, principalmente devido a sua alta taxa de crescimento (BAGGIO, 1994). Na
América Central, foi introduzida em altitudes de até 2.500 m (STANDLEY; STEYERMARK,
1946).

Steenbock et al. (2011), destacam que a bracatinga possui grande importancia
socioecondmica, sobretudo para pequenos produtores rurais. Segundo Mazuchowski et al.
(2014) é reconhecida pelo seu potencial energético e madeireiro. Outros trabalhos também
relatam a importancia da madeira como fonte de renda (SIMINSKI et al; STEENBOCK et al.,
2011).

Em Santa Catarina, M. scabrella vem sendo uma alternativa de renda para pequenos
produtores rurais, principalmente na agricultura familiar (STEENBOCK et al., 2011), sendo a
principal espécie madeireira utilizada como fonte energética para uso domeéstico,
principalmente na serra catarinense, com grande importancia como fonte de renda para 0s
agricultores (MULLER, 2011). Na regido noroeste do planalto catarinense, o manejo de
bracatingais € pratica comum em assentamentos rurais e constitui na principal atividade
econémica (STEENBOCK, 2009). Historicamente o uso de madeira foi norteado pelo mercado
de lenha para queima direta em residéncias, locomotivas de estrada de ferro e algumas
inddstrias regionais (cal, agucar, olarias) (MAZUCHOWSKI; BECKER, 2006).

Embora seja empregada basicamente para fins energéticos, a bracatinga é caracterizada
por amplo espectro de produtos madeiraveis, como madeira para construcdo civil, varas para
olericultura, madeira serrada, pecas torneadas, aglomerados, compensados e celulose
(URBANO et al., 2008) e carvdo vegetal em Biguacu (FANTINI et al., 2010; ULLER-GOMEZ
etal., 2012).

A espécie também é utilizada em sistemas agroflorestais (CARVALHO, 2003), no qual,
sdo implantados cultivos agricolas (principalmente milho e feijdo) no primeiro ano apo6s a
queimada, em linhas, o que exige a realizagé@o de capinas, reduzindo-se a elevada densidade da
bracatinga na fase inicial do ciclo. No Sistema florestal tradicional (SFT) a bracatinga é
implantada por semeadura em campo, ou por regeneracao natural apos queimada, favorecendo

a regeneracao da especie a partir do grande banco de sementes (CARPANEZZI, 1997).
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O bracatingal desempenha um papel importante na economia de muitas propriedades
rurais, constituindo-se em uma das principais fontes de renda. Entretanto o seu manejo continua
sendo de forma tradicional, que pode ndo ser a maneira mais adequada de conducao
(BARTOSZECK, 2000), sendo que a principal utilizacdo da madeira de bracatinga, ainda
continua sendo a lenha, por ser o objetivo fundamental do bracatingal nas propriedades rurais,
com rotagdo bastante curta, entre seis e oito anos, além de ndo exigir muitos tratos silviculturais
(CARPANEZZI et al., 2004). A madeira de bracatinga proporciona uma lenha muito boa e um
carvio de excelente qualidade (SILVA; LEITAO FILHO, 1982).

Bracatinga também se destaca por ser considerada uma importante espécie apicola
(PEGORARO et al., 2011) e medicinal (REIS; SIMINSKI, 2011). A espécie ainda permite o
consorcio com outras plantas; a instalacdo de pastagem no seu sub-bosque; como planta
forrageira (MAZUCHOWSKI, 1989). Outro uso importante da espécie, € na recuperacdo de
areas degradadas (FERREIRA et al., 2013) ja que apds se estabelecer, ela se desenvolve rapido,
ocupando e melhorando as condigdes fisicas, quimicas e bioldgicas do terreno, favorecendo o
surgimento de outras espécies que vao substituindo-a ao longo do tempo (REGENSBURGER
et al., 2008). Segundo (CARVALHO et al., 2003), a bracatinga tem a capacidade de depositar
até 8 toneladas de material organico e 200 kg de nitrogénio por hectare, possibilitando o inicio
do processo sucessional arbdreo no qual podem-se instalar cerca de outras 60 espécies vegetais.

Atualmente, o cultivo da bracatinga vem chamando a atencdo tanto de 6rgdos ambientais
como de empresas do setor madeireiro, pois a espécie une duas caracteristicas com funcées
opostas, a recuperacdo de areas degradadas e a possibilidade de lucros financeiros, através de
seu potencial para produgdo de moéveis (ROEDER, 2009). Segundo Mazuchowski (2012), a
implantacdo e manejo de bracatingais com o objetivo de produzir madeira para serraria ainda
ndo € uma préatica adotada em escala comercial na regido de ocorréncia natural da espécie,
apesar de pesquisas indicarem grande potencial para madeira com fins mais nobres ou maior
valor agregado. Entretanto possui potencialidades para usos futuros (CORADIN et al.,2011;
ULLER-GOMEZ et al., 2012).
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2.2 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMAs)

2.2.1 Simbiose entre FMAs e plantas

Simbiose é definida como a associa¢do entre organismos dissimilares através do contato
fisico, troca de metabolitos e de nutrientes, integracdo morfolégica e fisiologica e regulacao
funcional entre os parceiros (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Micorriza (do grego: Mykes — fungos, rhiza — raiz) é a denominacdo dada para
associacao simbidtica entre determinados fungos de solo e as raizes de plantas (SANTOS,
2014).Conforme Scott (2008), as associa¢Bes micorrizicas sdo classificadas em sete tipos:
micorriza arbuscular, micorriza arbutoide, micorriza ericoide, micorriza orquidoide, micorriza
monotropoide, ectomicorriza e ectendomicorriza; as endomicorrizas Sdo comumente
denominadas de FMAs, o qual, possuem trés estruturas tipicas: hifas, arbusculos e vesiculas.

Os FMA s pertencentes ao filo Glomeromycota e a classe Glomeromycetes (SOUZA et
al., 2010), surgiram héa cerca de 400 milhGes de anos, e teriam sido peca chave para que as
espécies vegetais conseguissem se adaptar ao ambiente terrestre (Taylor et al., 1995). S&o
simbiotréficos obrigatérios, ou seja, ndo sdo capazes de completar seu ciclo de vida, sem
estarem associados com um hospedeiro metabolicamente ativo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
PARNISKE, 2008; STURMER; SIQUEIRA, 2013), por terem perdido sua capacidade
saprofitica durante sua evolucdo (PARNISKE, 2008).

Os FMAs estabelecem uma relacdo simbidtica mutualista com raizes de angiospermas,
gimnospermas, além de alguns representantes das briofitas e pteridofitas, ou seja, uma relacdo
que traz beneficios para ambos os parceiros (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Essa simbiose tem sido considerada a mais importante de todas as que envolvem plantas
e microrganismos (BERBARA et al., 2006) e o tipo mais comum, pois associam-se com cerca
de 80% das plantas terrestres, devido seu importante papel na nutricdo vegetal, sua influéncia
no ecossistema e por despertar grande interesse na sua utilizagdo na agricultura (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006; PARNISKE, 2008).

O estabelecimento das micorrizas arbusculares resulta de uma sequéncia de eventos
coordenados pelo fungo e pela planta e suas intera¢des, culminando com uma relagéo simbiotica
caracterizada pela perfeita integracdo morfologica, bioquimica e funcional da associagao
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Nesse tipo de simbiose mutualistica, as raizes das plantas sob condi¢es de estresse

nutricional, liberam sinais bioguimicos, denominados "fatores de micorrizagio".Essas
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moléculas sinalizadoras sdo percebidas pelos FMAs como sinal para a colonizacao radicular
(LAMBAIS; RAMOQOS, 2010) e por meio da germinacgdo de seus esporos e ramificacdo das suas
hifas (KIRIACHEK et al., 2009), aderem a superficie radicular (epiderme ou pélos radiculares)
e formam um apressorio, atraves do qual penetram nas células da epiderme na zona de
diferenciagdo e alongamento, formando a “unidade de infec¢do”. A partir deste ponto, as hifas
se espalham pelo coértex intercelularmente, através da lamela média tornando-se,
posteriormente, intracelulares, quando formam as hifas enoveladas nas camadas mais externas
do cortex, diferenciando-se em arbusculos nas camadas mais internas e, finalmente, em
vesiculas e esporos (SOUZA et al., 2006).

As hifas dos FMAs facilitam a exploracdo de nutrientes obtidos do solo, conectando
raizes de diferentes individuos de uma mesma espécie de planta e também de espécies distintas,
transportando até o interior das raizes.Os nutrientes sdo transferidos a planta micorrizada
através de estruturas especializadas, denominadas “arbusculos”, que sdo formadas pela
invaginacdo e por modificacOes fisiologicas e estruturais nas hifas estando localizadas dentro
de células corticais das raizes (SOUZA et al., 2017).

Os FMAs associados as plantas hospedeiras aumentam a area da superficie da raiz e
permitem maior capacidade de absorcdo de 4gua e nutrientes do solo (NADEEM et al., 2014),
como o fésforo (P), nitrogénio (N), potassio (K) e outros micronutrientes (SMITH; READ,
2008; STURMER et al., 2009). Durante a interacdo micorrizica, as plantas utilizam nutrientes
absorvidos pelos FMASs e esses por sua vez, utilizam produtos oriundos da fotossintese realizada
pelas plantas (WALDER et al., 2012). Nessa associacdo, os fungos transferem as raizes das
plantas, pelas hifas, a agua e os nutrientes minerais do solo, principalmente P, e recebem da
planta os compostos de C necessarios para completarem seu ciclo de vida (SMITH; READ,
2008).

A contribuicdo dos FMAs para as espécies vegetais vai muito além do seu papel na
associacao mutualistica nutricional, em que o fungo se beneficia do fornecimento de carbono,
via produtos fotossintéticos e prové a planta com nutrientes e agua (VALADARES et al., 2016),
atuam também na agregacdo do solo, promovida pela atividade mecénica das hifas e da
liberacdo de seus exsudatos (DAY NES et al., 2013), propiciam melhor resisténcia ao estresse
hidrico, temperaturas elevadas, acidez provocada por Al, condi¢des de toxidez do solo e
patogenos (SMITH; READ, 2008). Sendo assim,0s FMASs promovem o crescimento das plantas
por absorver nutrientes e dgua do solo, aumentando a resisténcia nos periodos de seca e na
ocasido do transplante (VALADARES et al., 2016).
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Segundo Mello et al.(2012) o desenvolvimento da colonizacdo micorrizica e da
esporulacdo na rizosfera das plantas esta relacionado a condi¢6es ambientais, como fertilidade,
textura, e pH do solo; como existem também diferencas na capacidade de colonizacédo entre as
espécies de FMAs com uma determinada planta hospedeira (MACHINESKI et al.,2009),
devido a compatibilidade diferenciada com as espécies de fungos micorrizicos do solo e a
variagao nas caracteristicas genéticas das plantas, que podem determinar sua dependéncia pelas
micorrizas e contribuir para sua adaptacdo ao local (BALOTA et al., 2011; FARIA et al., 2013).

A eficiéncia dos FMAs e a dependéncia micorrizica de plantas variam de acordo com o
fungo, planta hospedeira e condi¢des edaficas (PLENCHETTE et al., 1983).A resposta esta
diretamente relacionada a taxa de crescimento do hospedeiro e a demanda interna de P (KOIDE,
1991) enquanto a dependéncia micorrizica esta mais relacionada a capacidade de absorcédo de
nutrientes de uma planta ndo colonizada do que a sua necessidade nutricional. A independéncia
de plantas de micorrizas ocorre quando nutrientes minerais a um dado nivel de oferta é
suficiente (JANOS, 1996).

2.2.2 FMAs em espécies florestais

Segundo Carneiro et.al (2011), nas Gltimas décadas o reconhecimento da importancia
funcional e ecoldgica da simbiose dos FMAs com as plantas tornou-se mais evidente. Estudos
no Brasil tém enfatizado os efeitos da associacdo micorrizica arbuscular no desenvolvimento
de espécies arboreas (BRAGHIROLLI, 2012).Um dos efeitos mais pronunciados das
micorrizas € 0 aumento na absor¢do de nutrientes e agua pelas hifas do fungo, que sédo
disponibilizados ao hospedeiro vegetal em troca de fotossintatos (SMITH; READ, 2008),
aumentando o nivel de tolerancia a situacGes de estresse abidtico (BAREA et al., 2013)
proporcionando maior taxa de crescimento e sobrevivéncia (NADEEM et al., 2014).

Os FMAs tem importancia como componente da fertilidade e qualidade dos solos
tropicais, reduzindo a necessidade de adubacdo e o tempo de permanéncia no Viveiro,
resultando em maior sobrevivéncia e producdo das plantas (CARDOSO et al., 2010).

Estudos tem relatado o beneficio dos FMAs em condigdes de baixa disponibilidade de
nutrientes no solo, principalmente o fésforo (SMITH; READ, 2008; BALOTA et al., 2011),
sendo que a colonizagdo micorrizica é reduzida em ambientes com alta fertilidade (PARNISKE,
2008).
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Leifheit et al. (2014), descreve que FMAs podem potencializar o desenvolvimento das
mudas, pois desempenham funcbes importantes relacionadas a recuperagéo da estrutura do solo,
aumento de produtividade e conservacao dos ecossistemas naturais.

Segundo Braghirolli (2012), o pais acumula conhecimento consideravel dos efeitos da
inoculagdo micorrizica no aumento de biomassa aérea e radicular, bem como na nutrigdo
mineral de espécies arbdreas nativas. Trabalhos demonstraram que as espécies arboreas nativas
em estadio inicial de crescimento, quando micorrizadas apresentaram maior absorcdo de P
(SCHIAVO et al., 2009; LACERDA et al., 2011). Schiavo et al. (2009) observaram que mudas
de espécies florestais produzidas em casa de vegetacdo e inoculadas com os FMAs
apresentaram maior crescimento e qualidade. Segundo Angelini et al. (2013) promovem
também o estabelecimento e maior sobrevivéncia das mudas no campo.

Nas ultimas duas décadas, segundo Braghirolli (2012), muitos estudos no Brasil
avaliaram a relacdo dos FMAs na producdo de biomassa vegetal e absorcéo de nutrientes em
varias espécies arboreas tropicais pertencentes a diferentes estadios sucessionais. Carneiro et
al. (1996); Siqueira et al. (1998); Zangaro et al. (2000); Pasqualini et al. (2007) demonstram
claramente o efeito que os FMAs possuem no acumulo de biomassa aérea para diferentes
espécies arboreas.

Andrade et al. (2000) avaliaram 29 espécies nativas na floresta de araucaria e na mata
atlantica do estado de Santa Catarina, quanto ao status micorrizico destas espécies, verificando
a presenca de estruturas reprodutivas de FMAs em todas as espécies estudadas e a primeira vez
na M. scabrella. Zangaro (2002), descreve que em solo com baixa disponibilidade de nutrientes,
a presenca de micorriza arbuscular (MA) em 16 espécies arboreas pioneiras, a exemplo da M.
scabrella € de grande importancia para o desenvolvimento das suas raizes e para 0 aumento da
fixacdo do C pela parte aérea, como na contribuicdo das MA em auxiliar as espécies pioneiras
e secundarias iniciais na absorcao dos nutrientes minerais em solos pobres.

Estudo realizado por Pouyu-Rojas et al. (2006), utilizando16 espécies arbdreas tropicais,
entre elas a espécie Mimosa caesalpiniaefolia (sabid) foram inoculados com os isolados
fangicos de Rhizophagus clarus (=Glomus clarum), Acaulospora colombiana (=Entrophospora
colombiana), Scutellospora pellucida e Claroideoglomus etunicatum (=Glomus etunicatum),os
resultados indicaram como as espécies de FMAs mais promissoras para estudos, visando a
aplicacdo dos FMAs no reflorestamento com espécies nativas.

Mais recentemente, Primieri (2016), utilizando o FMA Glomus intraradices, verificou
aumento significativo na massa seca da parte aérea, massa de ndédulos e nimero de nddulos na

Mimosa scabrella.
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2.2.3 Interacdo entre FMAs e BFN em espécies leguminosas

A familia Leguminosae também conhecida como Fabaceae, € a terceira em nimero de
espécies (cerca de 19.325), ap6s Compositae e Orquidiaceae, e a segunda familia
economicamente mais importante (JUDD et al., 2009), devido a alta produgdo de sementes,
legumes, folhas, raizes e flores. Suas espécies ainda podem apresentar uso madeireiro para
construcao de casas, producdo de utensilios tecnologicos e combustivel, medicinal, ornamental,
sombra, entre outros usos (FERNANDES et al., 2014).

Uma caracteristica marcante da familia é que determinados géneros de bactérias
diazotroficas, denominadas genericamente de rizébios, podem viver em simbiose com as raizes
de leguminosas (Fabaceae) em estruturas chamadas de nédulos (MAZUCHO WSKI, 2014), ou
seja, sdo plantas de grande interesse agronémico e ecoldgico (AZCON; BAREA, 2010).

A bracatinga € uma leguminosa arborea que apresenta capacidade de estabelecer
simbiose mutualistica com microrganismos do solo (EHRHARDT-BROCARDO et al.,2015).
Trabalhos tem relatado a associacdo simbiotica com rizobios (DE FARIA et al., 1984;
GRIMALDI et al., 2012; PRIMIERI et al., 2013; EHRHARDT-BROCARDO et al.,2015;
PRIMIERI, 2016).

O nitrogénio € o nutriente de maior demanda pelas plantas e 0 mais importante nos
sistemas de producéo agricola e florestal. O principal meio pelo qual as plantas podem assimilar
0 nitrogénio é por meio da fixacdo bioldgica (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A fixacéo
simbidtica de N2 em leguminosas é responsavel por grandes contribui¢des da fixacdo de N em
sistemas de cultivo (LOPES; MORAES; LANG, 2016).

A FBN contribui significativamente com o fornecimento total do nitrogénio necessario
para as plantas (MOREIRA et al., 2008), sendo elemento fundamental no metabolismo das
plantas, uma vez que € utilizado na sintese de proteinas, vitaminas, pigmentos, entre outros
compostos organicos (HUNGRIA et al., 2001).

O processo de FBN ¢ restrito a alguns grupos filogenéticos de procariotos, altamente
diversos, que possuem a enzima nitrogenase, capaz de reduzir N2 a NHs. Esses microrganismos
podem ser bactérias de vida livre ou em simbiose com plantas e sdo conhecidos como
diazotroficos (MOREIRA et al., 2008). Trabalho realizado por Primieri (2016), identificou que
a espéecie mais relacionada com BFN na bracatinga foi a Burkholderia nodosa. Outros trabalhos
realizados por Chen et al. (2007) descreveram a espécie Burkholderia nodosa como BFN; esse
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género também foi encontrado em nddulos de bracatinga no trabalho de Lammel et al. (2013);
Ehrhardt-Brocardo et al. (2015).

Entretanto, além da simbiose mutualista com as BFN na bracatinga, segundo Andrade
et al. (2000), FMAs também foram identificados vivendo em simbiose com o sistema radicular
de M. scabrella. Outros trabalhos também descrevem a ocorréncia de micorriza arbuscular
(ZANGARO et al.,2002; ZANGARO et al., 2003; LAMMEL et al.,2007;). Lammel et al.
(2015) destacaram o FMA do género Acaulospora spp. como predominante nas raizes de M.
scabrella.

Franco et al. (1995) descreveram que inimeras espécies de leguminosas florestais
possuem a capacidade de formar associa¢fes simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico e ao mesmo tempo com FMAS.

Segundo Mazuckovscki (2014) a eficiéncia da FBN pode ter relacdo direta com a
presenca de micorrizas. Artursson et al. (2006), descreve que os beneficios da interacdo entre
FMAs e as bactérias diazotroficas podem ocorrer em razdo do incremento na absorcdo de P
pelas plantas micorrizadas, o que propicia melhores condi¢cdes para o estabelecimento da
associacdo com diazotroficos. De maneira geral, as espécies de leguminosas arbdreas noduladas
apresentam alta demanda de P, oferecendo oportunidade para a contribuicdo dos FMASs em
sinergismo com rizobio (SOUZA; SILVA, 1996).

A grande maioria das espécies florestais, possui uma maior demanda de fésforo na fase
de muda (NOVAIS et al., 1990), segundo Barea et al. (1992), o principal papel do fungo é o
fornecimento de P para a planta hospedeira e o suprimento da alta demanda desse nutriente para
0s nodulos. O processo de FBN € altamente exigente em energia na forma de ATP, de modo
que o adequado suprimento de P proporcionado pelos FMAs, beneficia o processo. A maior
absorcéo de P, além de interferir diretamente no processo de fixacdo do N, aumenta a producéo
de raizes e a fotossintese, 0 que aumenta a nodulacao das plantas micorrizadas.

Primieri (2013), relata que além da massa seca, a inoculacdo conjunta com FMA e BFN
influenciou positivamente a nodulacdo, o acimulo de nitrogénio e as varidveis radiculares;
esses resultados demonstraram a dependéncia de inoculagio de FMA e BFN no
desenvolvimento de mudas de Mimosa scabrella sob condicfes limitantes de fésforo. Garg;
Manchanda (2008), também verificaram que a dupla inoculacdo das plantas com FMAs e BFN
foram mais eficientes na producéo de nédulos radiculares e acimulo de nitrogénio.

Pontes et al. (2012), estudando a dupla inoculacdo de Burkholderia sabiae e G.
etunicatum em Mimosa caesalpiniaefolia Benth. (sabia), visando a recuperacdo em areas

degradadas, verificou maior nodulacdo e eficiéncia simbiotica em relagdo ao tratamento de
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inoculagdo apenas com rizobio. Em outro trabalho utilizando a mesma espécie arborea, com
inoculagdo conjunta de Glomus clarum e Gigaspora margarita e rizébio, foi observado maior
crescimento em altura das plantas até os nove meses de cultivo (MENDES et al.2013).

Também tem sido demonstrado que algumas espécies arboreas s6 respondem a N-
mineral quando s&o micorrizadas (PEREIRA et al., 1996). Mas recentemente, Tavares et al.
(2016), utilizando Bradyrhizobium, fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e niveis de P em
mudas de Acacia mangium Willd, verificou que os tratamentos microbioldgicos utilizando
rizobio isolado ou em inoculagdo conjunta com os fungos micorrizicos, foram superiores na
grande maioria dos parametros estudados em relagdo aos tratamentos testemunha e micorriza
isolada. Oliveira et al. (2011) observaram os efeitos da inoculagdo de fungos micorrizicos e
rizébio no crescimento inicial de Acacia mangium em diversas variaveis. Esses autores
verificaram que a dupla inoculacéo (rizébio e FMA) mostrou-se mais eficiente na producédo de
matéria seca radicular.

Outros trabalhos tém demonstrado, que a co-inoculacdo de leguminosas com rizébio e
fungos micorrizicos aumentam a nodulacdo, fixacdo de nitrogénio e crescimento das
leguminosas em solos de baixa fertilidade (COSTA et al., 1990). Sendo assim, os FMAS sdo de
grande interesse para as regides tropicais, especialmente para o Brasil, devido as condicdes
ambientais e a baixa fertilidade de muitos solos (SIQUEIRA et al., 1998).
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3 CAPITULO 1. RESPOSTAS DE CRESCIMENTO DE BRACATINGA A
INOCULACAO DE FUNGOS MICORRIZICOS EM SOLO NAO ESTERIL

3.1 RESUMO

Bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) é uma espécie leguminosa arbdrea nativa de rapido
crescimento.Essa espécie forma nas raizes associa¢es mutualisticas com rizobios e com fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS).O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculacéo
de dois isolados de FMAs (Acaulospora colombiana — CT115A e Rhizophagus clarus —
SCT720A) no crescimento e desenvolvimento de mudas de bracatinga em solo nativo nédo
esterelizado.O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no periodo de outubro a
dezembro de 2016.Plantulas de bracatinga foram cultivadas em vasos com 1,7 kg de solo nédo
esterilizado, e inoculadas ou ndo (controle) com os isolados de FMAs.O delineamento
experimental utilizado foi o de bloco ao acaso, com 20 repeti¢cdes para cada tratamento. Plantas
inoculadas com Rhizophagus clarus apresentaram resultados maiores que o controle e o
tratamento com Acaulospora colombiana, em relagdo a emissdo do nimero de folhas da haste
principal, massa seca da parte aérea e de raizes, bem como para a arquitetura radicular. Na
colonizacdo micorrizica, plantas controle tiveram taxas de 36,1% e 11,8% maiores que
Rhizophagus clarus e Acaulospora colombiana, respectivamente.Este resultado indica que
maior taxa de colonizagdo micorrizica ndo necessariamente se reflete em maiores respostas de
crescimento da planta hospedeira. Dessa forma, concluimos que a inoculacdo do FMA
Rhizophagus clarus pode ser uma alternativa no desenvolvimento de mudas de bracatinga.

Palavras-chave: Rhizophagus clarus. Acaulospora colombiana. Mimosa scabrella. Micorrizas
arbusculares.

3.2 ABSTRACT

Bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) is a fast growing native tree legume species. This species
forms in its roots mutualistic associations with rhizobia and arbuscular mycorrhizal fungi
(AMFs).The objective of this work was to evaluate the effect of inoculation of two isolates of
AMFs (Acaulospora colombiana e Rhizophagus clarus) on the growth and development of
bracatinga seedlings in the soil native not sterilized. The experiment was carried out under
greenhouse conditions from october to december 2016.Bracatinga seedlings were grown in
pots with 1.7 kg of unsterilized soil and inoculated or not (control) with AMFs isolates.The
experimental design was randomized blocks with 20 replicates for each treatment.Plants
inoculated with Rhizophagus clarus showed higher results than the control and treatment with
Acaulospora colombiana, regarding the emission of the number of leaves of the main stem, dry
matter of the aerial part and of roots, as well as to the root architecture. In mycorrhizal
colonization, control plants had rates of 36.1% and 11.8% more than Rhizophagus clarus and
Acaulospora colombiana, respectively. This result indicates that higher rate of mycorrhizal
colonization does not necessarily reflect higher growth responses of the host plant. Thus, we
conclude that the inoculation of the FMA Rhizophagus clarus may be an alternative in the
development of bracatinga seedlings.
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Keywords: Rhizophagus clarus. Acaulospora colombiana. Mimosa scabrella. Arbuscular
mycorrhizae.

3.3 INTRODUCAO

Em Santa Catarina, M. scabrella vem sendo uma alternativa de renda para pequenos
produtores rurais, principalmente na agricultura familiar (STEENBOCK et al., 2011;
SIMINSKI et al., 2011), sendo a principal espécie madeireira utilizada como fonte energética
para uso doméstico, principalmente na serra catarinense (MULLER, 2011). Na regido noroeste
do planalto catarinense, 0 manejo de bracatingais é pratica comum em assentamentos rurais e
constitui na principal atividade econdmica (STEENBOCK, 2009). Embora seja empregada
basicamente como biomassa energética, a espécie pode ser utilizada para outros fins: pasto
apicola, producdo de celulose, madeira, palanques e escoras e manejo de areas degradadas
(MAZUCHOWSKI et al., 2014). Além disso, vem sendo utilizada em sistemas silvipastoris de
producdo agropecuaria, como componente arboreo.

A bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) possui a caracteristica ecoldgica de se associar
simbioticamente a bactérias fixadoras de Nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares.
Segundo Braghirolli (2012), estudos no Brasil tém enfatizado os efeitos da associacdo
micorrizica arbuscular no desenvolvimento de espécies arboreas. Trabalhos tem demonstrado
que as espécies arboreas nativas em estadio inicial de crescimento, quando micorrizadas
apresentaram maior absorgdo de P (LACERDA et al., 2011), maior crescimento e qualidade
das mudas (SCHIAVO et al., 2009) promovendo maior sobrevivéncia das plantas no campo
(ANGELINI et al.,2013) e acimulo de biomassa aérea (SCHIAVO et al.; 2009; CARNEIRO
et al.; 1996; SIQUEIRA et al.; 1998; ZANGARO et al.; 2000; PASQUALINI et al.;2007).
Zangaro (2002), descreve que em solo com baixa disponibilidade de nutrientes, a presenca de
micorriza arbuscular (MA) em M. scabrella é de grande importancia para o desenvolvimento
das suas raizes.

Estudo realizado por Pouyd-Rojas et al. (2006), utilizando16 especies arboreas tropicais,
entre elas a espécie Minosa caesalpiniaefolia (sabid), verificaram que as espécies de FMAs
Rhizophagus clarus e Acaulospora colombiana foram as mais promissoras. De acordo com
Lima et al. (2015), a maioria das espécies arbdreas tropicais associadas a FMAs desenvolvem-
se mais rapidamente, ficando menos tempo no viveiro. Dessa forma, a selecdo de FMAs para
mudas de bracatinga pode auxiliar no entendimento dos beneficios dessa associa¢do simbidtica

a espécie e estimular o uso de inoculantes na producgdo de mudas.
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Embora alguns trabalhos tenham demonstrado a importancia de FMAS no crescimento
da bracatinga, ainda nao existe informacdes relativas ao desenvolvimento em solo ndo estéril e
também a campo.Trindade et al. (2000) aborda que para que os FMAs sejam utilizados em
programas de inoculacdo, é necessario que sejam capazes de apresentar eficiéncia simbidtica
em solo que contenham populac6es nativas de FMA.A presenca da microbiota nativa, incluindo
os fungos micorrizicos, pode também influenciar na eficiéncia da inoculacdo de espécies de
FMAs selecionadas (CHU et al., 2004).

Devido os diversos usos potenciais da bracatinga somado a escassez de estudos
relacionados a aplicagcdo de FMAS no campo ou mesmo em viveiro com solo nédo esterelizado
e considerando a hipotese que a inoculagcdo dos FMASs promovem o crescimento de mudas de
bracatinga em solo ndo estéril, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculacéo
de dois isolados de FMAs (Acaulospora colombiana — SCT115A e Rhizophagus clarus —
SCT720A) em solo nativo néo esterelizado, em casa de vegetagéo.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Delineamento experimental e condic¢des de crescimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na Empresa de Pesquisa
Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), Estacdo Experimental de Lages
(SC), no periodo de outubro a dezembro de 2016, utilizando delineamento em blocos ao acaso,
com inoculacdo de duas espécies de FMAs, um tratamento controle, sem inoculagdo, com 20
repeticdes por tratamento. Os isolados foram provenientes da Colecéo Internacional de Cultura
de Glomeromycota da Universidade Regional de Blumenau (FURB). Sementes foram coletadas
de uma Unica planta, localizada no municipio de Irinedpolis (SC), no ano de 2015, sob as
coordenadas geograficas 26°16'03,80" S e 50°45'41,73" O.

O solo utilizado foi um Cambissolo, coletado no municipio de Painel (SC), em area com
cobertura de mata nativa, sob as coordenadas geograficas 27°52'9,04" S e 50°11'53,22" O. Apds
a coleta, o solo foi peneirado em malha de 5,0 mm e armazenado até o momento da instalacdo
do experimento. Uma sub amostra foi utilizada para composi¢do quimica, realizada no
laboratorio de rotina de analise de solo da Universidade do Estado de Santa Catarina,
apresentando as seguintes caracteristicas: pH (H20) = 4,7; P = 6,1 mg/dm?3; K = 32,0 mg/dm?;
MO = 2,5%; Al = 1,4 cmolc/dm?®; Ca = 2,6 cmolc/dm3®; Mg = 0,7 cmol/dm3; CTC (pH=7) =

17,08 cmolc/dm?3. Para corrigir as necessidades de K a bracatinga, (Teor baixo (limite de muito
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baixo <30 mg/dm?)) o solo recebeu aplicacio antes da semeadura de 105,4 mg/ KCL/vaso (65
kg K>0O/ha) conforme as recomendacdes para espécie (CQFS-RS/SC, 2016).

As sementes foram desinfestadas superficialmente com etanol 80% por um minuto,
hipoclorito de sodio 3% por cinco minutos e lavadas por cinco vezes em agua destilada
esterilizada. Para quebra da dorméncia, as sementes foram imersas em &gua quente (80°C)
durante cinco minutos e deixadas imersas em &gua a temperatura ambiente por 18 horas. A
semeadura foi efetuada utilizando-se 2 sementes de bracatinga por vaso.

Imediatamente antes da semeadura foi realizada a inoculagdo com os isolados
Acaulospora colombiana - SCT115A e Rhizophagus clarus -SCT720A em vasos contendo 1,7
Kg de solo. Cada vaso recebeu 15 g de substrato indculo (mistura de areia, argila expandida,
raizes colonizadas, esporos e hifas de FMAs), colocado a 1 cm abaixo da superficie do solo.
Para recompor a microbiota ndo-micorrizica, no tratamento controle foram adicionados 15 g
in6culo misto (Rhizophagus clarus + Acaulospora colombiana) esterilizado e 5 mL de uma
suspensdo obtida pela filtragem em papel de filtro da mistura de solo-indculo.

Duas semanas apds a semeadura, quando as mudas apresentavam o primeiro par de
folhas definitivas, foi feito o desbaste, deixando-se a planta mais vigorosa. A umidade do solo

foi mantida proxima a capacidade de campo, durante o periodo de conducédo experimental.

3.4.2 Colheita e variaveis analisadas

Foram avaliadas semanalmente o nimero de folhas emitidas ou acumuladas na haste
principal através da contagem visual, utilizando uma escala de notas de acordo com adaptacées
de Moreau et al. (2006). O inicio da contagem foi a partir do surgimento da primeira folha
verdadeira, finalizando-se ap6s 67 dias de crescimento das mudas. A altura de planta,
determinada a partir do colo da planta até a gema apical,foi avaliada somente no final do
experimento, com auxilio de régua milimétrica

Nessa ocasido, das 60 plantas cultivadas em 4 blocos contendo 5 repeticdes dos
tratamentos em cada bloco, foram retiradas duas plantas de cada tratamento em cada um dos 4
blocos (6 plantas/bloco) totalizando 24 plantas; para posterior determinacdo das analises de
volume de caule e folha; massa de matéria seca de folhas, caule, raiz e total; arquitetura
radicular e coloniza¢do micorizica total. As outras 36 plantas foram transplantadas & campo,
para futuras avaliagbes de crescimento e desenvolvimento da espécie em condigdes nédo

controladas.
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As plantas que ndo foram transplantadas & campo, foi removido o solo do sistema
radicular e a parte aérea e raizes foram separadas a partir do colo da planta. As folhas foram
separadas do caule de cada planta, quando foram obtidos os volumes (mL) de folha e caule, por
meio da medicdo do deslocamento da coluna de agua em proveta graduada, segundo
metodologia descrita por Basso (1999).

As raizes foram lavadas e armazenadas em etanol 50% para posterior determinacéo de
colonizacdo micorrizica e arquitetura radicular. Para a colonizacdo micorrizica, fragmentos de
1 cm de raizes finas de uma sub amostra representativa de cada repeticdo foram colocadas em
tubos de ensaio. As amostras foram clareadas com KOH 10% por 1 hora a 90°C, apés lavadas
em &gua corrente e em seguida acidificadas com &cido acético glacial a 5% por 35 minutos e
entdo coradas com solucdo de tinta de caneta-tinteiro a 5% em acido acético a 5% por 10
minutos a 90°C. Depois de lavadas em agua corrente, foram colocadas em uma solucéo de &cido
acético glacial (1 ml da solugdo de &cido acético glacial 5% em 1000 mL de agua destilada)
por 1 hora de acordo com a metodologia descrita por VIERHEILIG et al., (1998). As raizes
foram armazenadas em &gua destilada, e 0os segmentos de raizes depositados, com o auxilio de
uma pinca, sobre laminas microscopicas, com gotas de Polivinil-Lacto-Glicerol (PVLG), sendo
posteriormente cobertas por uma laminula.

A determinagdo da colonizagdo micorrizica foi realizada pelo método de interseccéo
radicular em laminas, avaliando a presenca de estruturas fungicas (hifas intraradiculares,
vesiculas e arbusculos) (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980).

O sistema radicular das plantas foi escaneado com auxilio do software Winrhizo Pro
(2009) na impressora Epson Expression 10000 XL. Para o escaneamento as raizes foram
removidas do etanol 50% e imersas em agua em uma bandeja transparente. Os dados foram
coletados em cada repeticdo para as seguintes variaveis: comprimento total das raizes, area de
projecado, area superficial, didmetro médio das raizes, relacdo volume/comprimento, volume
ocupado no solo e numero de bifurcagdes. A parte aérea da planta e as raizes foram secas em
estufa de circulacdo forcada a 65°C ate obtencdo da massa constante para determinacdo da
massa seca total da planta.

Os dados coletados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), anélise de
regressao linear e analise de covariancia (ANCOVA) respeitando-se 0s pressupostos da analise.
As médias quando significativas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados no software R.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 Crescimento e desenvolvimento das mudas

A massa da matéria seca da bracatinga foi significativamente afetada pela inoculacéo
com Rhizophagus clarus, com incrementos 21,41%; 23,28%; 28,37% e 24,85% nas massas
secas totais, de caule, de folha e raiz, respectivamente, em relacdo ao controle. No entanto, a
inoculacdo com Acaulospora colombiana nédo apresentou diferenca em relacdo ao controle
(Tabela 1).

Tabela 1-Massa da matéria seca de folhas (MSF), do caule (MSC), da raiz (MSR) e total (MST)
de mudas de bracatinga apds 67 dias de micorrizacao e cultivo em casa de vegetacao.

Tratamento MSF MSC MSR MST
g (planta™)
Rhizophagus clarus 2,9158 a 1,1344 a 0,8900 a 4,9402 a
Controle 2,2914 b 0,8702 b 0,6375b 3,7125 b
Acaulospora columbiana 2,1293 b 0,8386 b 0,5825Db 3,6370 b
CV (%) 13,1 14,9 21,1 12,0

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05). CV: coeficiente de variagao.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A altura de plantas, estimada apenas no final do experimento ndo teve diferenca entre
os tratamentos. No entanto, durante a conducao do experimento foi possivel observar o melhor
desenvolvimento das plantas inoculadas com Rhizophagus clarus, como pode ser visualizado
na figura 1. Da mesma forma, o volume de folhas e caule também ndo foram afetados pela
inoculacdo dos FMAs na avaliacdo final do experimento, aos 67 dias de crescimento (Tabela
2).



39

Figura 1-Mudas de bracatinga crescidas sob inoculacdo dos FMAs Acaulospora colombiana

(AC); Rhizophagus clarus (RC) e néo inoculadas (controle) aos 37 dias em casa de
vegetacdo em solo néo estéril.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Tabela 2-Altura e volume de folha e caule de mudas de bracatinga inoculadas com os FMAs

Acaulospora colombiana (AC); Rhizophagus clarus (RC) e ndo inoculadas (controle),
apos 67 dias de cultivo em casa de vegetacdo em solo ndo estéril.

Altura Volume de Folha  Volume de Caule
Tratamento
------------ cm ------- ---mL --- ---mL ---
Acaulospora colombiana 47,5 19,0 ™) 5,4 (9
Rhizophagus clarus 47,5 22,0 5,9
Controle 42,2 18,9 54
CV (%) 14,4 15,4 19,1

"s — ndo significativo pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro; CV (%): coeficiente de variagéo.
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

O namero de folhas na haste principal foi superior para 0 FMA Rhizophagus clarus em
comparagdo com Acaulospora colombiana e o tratamento controle, conforme figura 2.



40

Figura 2- Namero de folhas da haste principal (NFHP) de mudas de bracatinga inoculadas com
0s FMAs Acaulospora colombiana (AC); Rhizophagus clarus (RC) e ndo inoculadas
(controle) apds 67 dias de cultivo em casa de vegetacdo em solo ndo estéril.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

3.5.2 Arquitetura radicular

As plantas inoculadas com o tratamento Rhizophagus clarus apresentaram resultados
significativamente maiores que o0s tratamentos controle e Acaulospora colombiana nas
variaveis comprimento, area de projecdo, area superficial, relacdo volume/comprimento,
volume de raiz, extremidade radicular e nimero de bifurcacdes das raizes. No entanto, nao

houve diferenca para a variavel diametro médio das raizes (Tabela 3).
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Tabela 3-Variaveis de arquitetura radicular: comprimento, area de projecéo, area superficial, diametro, relacdo volume/comprimento, volume de
raiz, extremidade radicular e nimero de bifurcacGes de mudas de bracatinga inoculadas com os FMAs Acaulospora colombiana (AC);

Rhizophagus clarus (RC) e ndo inoculadas (controle), apds 67 dias em casa de vegetacdo em solo.

_ Area de Area . Volume / Volume  Extremidade Numero
Comprimento . o Diametro ) ] ) )
Tratamentos Projecéo Superficial Comprimento Raiz Radicular Bifurcacoes
------ M =mmmmm mmmmmmmmeee M2 mmmmmmmeee oo MM === === CM/CME === - CMB - —eeeeeeeeeee- Unidade -------eeeeee-

RC 52,00 a 211,90 a 665,60 a 0,41a 3,06 a 6789,60 a 7487,40 a 20374,10 a
AC 39,90 b 164,00 b 515,10 b 0,41a 2,35b 5300,60 b 5717,80 ab 15606,30 ab
Controle 35,60 b 14490 b 455,10 b 0,41a 2,09b 4646,20 b 4809,40 b 12547,90 b

CV (%) 18,90 17,99 17,99 6,26 18,90 19,00 29,30 29,10

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05); CV (%) — coeficiente de variag&o.
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.



42

3.5.3 Colonizagédo micorrizica

Para a colonizacdo micorrizica, as plantas do tratamento controle tiveram médias
maiores que os tratamentos Rhizophagus clarus e Acaulospora colombiana, sendo de 36,1% e
11,8% maiores, respectivamente (Figura 3). No entanto, ndo houve diferenca entre o controle e
0 FMA Acaulospora colombiana.

Figura 3- Colonizacéo micorrizica total em raizes de mudas de bracatinga inoculadas com os
FMAs Acaulospora colombiana, Rhizophagus clarus e controle, ap6s cultivo por 67
dias.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05). CV:14,2 %
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

3.6 DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que a bracatinga apresentou maior crescimento quando
inoculada com o FMA Rhizophagus clarus, sendo que o tratamento com inoculacdo de
Acaulospora colombiana nédo diferiu do controle. No entanto, os dados de altura, volume de
folha e caule ndo foram diferentes entre si. Comparando esses resultados com o trabalho de
(DALLA COSTA., 2017), que cultivou a bracatinga com os mesmos fungos, em solo esteril,
foi verificado que a formacgdo de micorrizas promoveu acimulo consideravel em relagdo a
massa seca da parte aérea e massa seca de raiz da bracatinga, nos tratamentos com inoculagéo
dos FMAs Rhizophagus clarus e Acaulospora colombiana. Isso se refletiu na eficiéncia

micorrizica, que foi maxima nos tratamentos sem reposi¢cdo de P no solo.
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Entretanto, o melhor comportamento evidenciado para Acaulospora colombiana em
solo estéril (DALLA COSTA., 2017), em relacdo ao encontrado neste trabalho com solo nativo
pode ser explicado devido a comunidade indigena ter competido por sitios de infeccdo com o
FMA Acaulospora colombiana, assim inativando o efeito do indculo.

Esses resultados demonstram que a eficiéncia simbidtica dos FMAs introduzidos no solo
depende de varios fatores (SIQUEIRA; MOREIRA, 2001), como a competitividade com o0s
FMAs ja existentes no solo (SAMARAO et al., 2011) que em determinadas condicdes de solo,
consegue sobreviver, colonizando as raizes, estabelecendo uma relacdo mutualista eficiente
com aplanta (SIQUEIRA; MOREIRA, 2001), do mesmo modo que os resultados de inoculagéo
de Rhizophagus clarus, estudos tem demonstrado que os fungos selecionados aumentam a
producdo de matéria seca da parte aérea das espécies em comparacdo com a populacdo de
fungos micorrizicos indigenas (CALDEIRA et al., 1999; SOARES et al., 2003).

Crescimento e desenvolvimento das plantas s&o processos independentes, que podem
ocorrer simultaneamente ou ndo. Crescimento esta relacionado com massa, area, altura,
diametro e volume, ou seja, aumento irreversivel de uma caracteristica fisica, enquanto
desenvolvimento esta relacionado a diferenciacdo celular, iniciacdo e aparecimento de 6rgaos
(WILHELM; MCMASTER, 1995). Em relagéo ao crescimento em altura das mudas, ndo teve
diferenca entre os tratamentos, ap6s 67 dias. Trabalho realizado por Silva et al. (2017), com
mudas de sabia (Mimosacae salpiniaefolia Benth.), inoculadas com FMAs indigenos, descreve
que a altura das mudas nao foi influenciada pelas condi¢6es de cultivo em solo e solo estéril.

Neste estudo a inoculacdo com o FMA Rhizophagus clarus também apresentou
melhores resultados na emissdo do nimero de folhas na haste principal, logo apds a germinacao,
quando comparado com os tratamentos controle e Acaulospora colombiana. Segundo Xue et
al. (2004) a velocidade de emissdo de folhas, a qual ao ser integrada no tempo, da o numero de
folhas acumuladas na haste principal, mostra-se como uma excelente medida de
desenvolvimento vegetal. A anélise de regressdo linear demonstrou correlacdo entre o tempo
de avaliacdo e o numero de folhas da haste principal. Por meio da analise de covariancia
constatou-se diferenca entre os tratamentos em nimero de folhas na haste principal, sendo que
o tratamento com Rhizophagus clarus sempre manteve-se com um namero maior de folhas e
0s tratamentos controle e Acaulospora colombiana ndo foram diferentes.

A arquitetura radicular foi influenciada positivamente pela inoculacdo de Rhizophagus
clarus. No entanto, o tratamento Acaulospora colombiana néo diferiu do controle, o que
também foi verificado nas respostas de crescimento. Trabalho realizado por Primieri (2016),

utilizando os mesmos FMAs em solo estéril, no qual foi avaliado o sistema radicular quanto ao
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comprimento (cm), area projetada (cm?), diametro médio (mm) e volume radicular (cm?),
constatou aumento das varidveis nos tratamentos inoculados com os FMAs em relagdo ao
controle, demonstrando a dependéncia micorrizica da bracatinga na formacdo de raiz e,
consequentemente, no desenvolvimento da planta. Por outro lado, neste trabalho somente
Rhizophagus clarus apresentou melhores resultados na arquitetura radicular, o que pode ser
explicado que a espécie de FMA utilizada pode ter respostas diferentes quando em interacdo
com FMAs indigenas. A interacdo entre os FMAs introduzidos e indigenas pode variar de néo-
interacdo a interacdo distinta (HEPPER et al., 1988). Em estudo realizado por Sugai et al. (2011)
avaliaram-se o crescimento de mudas de angico (Anadenanthera macrocarpa Benth.) sob o
efeito da inoculagdo dos FMAs Glomus etunicatum, Paraglomus brasilianum e Gigaspora
margarita em solo natural e em solo estéril. A comunidade de FMAs indigenas do solo
preservado natural promoveu maior crescimento do sistema radicular que os tratamentos
inoculados, favorecendo o comprimento das raizes.

De acordo com Sugai et al. (2011), em mudas destinadas a reflorestamento em areas de
baixa fertilidade, 0 aumento do volume das raizes é fundamental para melhorar as condic6es de
absorcdo de agua e nutrientes e aumentar a sobrevivéncia no campo apos o transplantio.

Em relacdo a colonizacdo micorrizica, os resultados indicam que maior taxa de
colonizagdo micorrizica ndo necessariamente se reflete em maiores respostas de crescimento
da planta hospedeira. Segundo Balota et al. (2011), a colonizacdo radicular ndo expressa
diretamente o beneficio micorrizico a planta, porque néo reflete a capacidade de producédo de
micélio extrarradicular. Em condicao de solo estéril, os mesmos fungos (Rhizophagus clarus e
Acaulospora colombiana), tiveram taxas de coloniza¢do micorrizica relativamente altas, sendo
acima de 75% (DALLA COSTA et al., 2017). Esta resposta distinta para Rhizophagus clarus e
Acaulospora colombiana pode ser explicado neste experimento, em funcdo que os FMAS
indigenas no controle, ndo competiram por sitios de colonizacdo, podendo ser mais adaptados
as condicdes edéaficas do solo de sua origem, resultando em uma maior taxa de coloniza¢do no
controle. Lacerda et al. (2011) verificaram que em solo ndo estéril, as espécies amendoim-de-
macaco (Sterculia striata) e o inga (Inga laurina), arboreas nativas do Bioma de Cerrado,
quando inoculadas com o FMA Glomus clarum, apresentaram colonizacdo alta de FMAs
indigenas no tratamento sem inoculacdo ndo diferindo da promovida pelo fungo inoculado.
Entretanto, mesmo com uma menor taxa de colonizac¢&o micorrizica no tratamento Rhizophagus
clarus, esse FMA mostrou ser capaz de induzir aumento em parametros da arquitetura radicular

quando comparado aos tratamentos controle e Acaulospora colombiana.
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3.7 CONCLUSAO

Mudas de bracatinga cultivadas em casa de vegetacdo com solo ndo-esteéril, inoculadas
com o isolado Rhizophagus clarus SCT720A, afetou positivamente o desenvolvimento de
mudas de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.). Os resultados de massa seca da parte aérea
demonstraram que o FMA Rhizophagus clarus, possui potencial para uso na produgéo de mudas

de bracatinga.
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4 CAPITULO 2. COLONIZACAO MICORRIZICA EM NIVEIS DE pH INTERFERE
NO CRESCIMENTO DE BRACATINGA

4.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagdo de dois isolados de FMAs
(Acaulospora colombiana — SCT115A e Rhizophagus clarus — SCT720A), no crescimento e
nodulagéo de mudas de bracatinga, em diferentes pH.O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo no periodo de outubro a dezembro de 2017.Plantulas de bracatinga foram cultivadas
em vasos com 0,4 Kg de solo esteéril e inoculadas com rizobios em todos os tratamentos.Os
tratamentos consistiram da inoculacdo dos FMAs Rhizophagus clarus e Acaulospora
colombiana e o tratamento controle sem FMA e cinco diferentes pH do solo: pH 5,1; 5,4; 5,7;
6,0 e 6,3. A colheita foi realizada 57 dias apds a emergéncia de plantulas e constatou-se que as
plantas ndo micorrizadas ndo nodularam.Em pH 5,1 ndo houve diferengca do tratamento
inoculado com Rhizophagus clarus e o tratamento controle.Além disso, a coloniza¢do micorrica
foi menor em raizes de plantas cultivadas em pH 5,1.Entretanto, as plantas inoculadas com
FMA e cultivadas nos pH 5,4; 5,7 e 6,0 ocorreu maior crescimento refletindo em dez, oito e
nove vezes maior massa seca da parte aérea, massa seca de raiz e massa seca total,
respectivamente, em relacdo ao controle. Esses resultados demonstram que a existéncia de
interacdo entre FMAs e bactérias fixadoras de nitrogénio, séo influenciados pelos diferentes
pH, em relacdo ao crescimento das plantas de bracatinga.

Palavras-chave: pH do solo. Mimosa scabrella. Rhizophagus clarus. Acaulospora colombiana.

4.2 ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of inoculation of two isolates of FMAS
(Acaulospora colombiana - SCT115A and Rhizophagus clarus - SCT720A) on growth and
nodulation of bracatinga seedlings, at different pH.The experiment was conducted in a
greenhouse from october to december 2017.Bracatinga seedlings were cultivated in pots
containing 0.4 kg of sterile soil and inoculated with rhizobia (all treatments).The treatments
consisted of the inoculation of the FMAs Rhizophagus clarus and Acaulospora colombiana and
the control treatment without FMA and five different pH of the soil: pH 5.1; 5.4; 5.7; 6.0 and
6.3. Harvest was performed 57 days after emergence of seedlings and it was verified that the
non-mycorrhizal plants did not nodulate.In pH 5.1 there was no difference in treatment with
Rhizophagus clarus and control.In addition, mycorrhizal colonization was lower in plant roots
grown at pH 5.1.However, in plants inoculated with FMA and cultured in pH 5.4; 5.7 and 6.0
higher growth occurred, reflecting in ten, eight and nine times greater shoot dry mass, root dry
mass and total dry mass, respectively, in relation to the control. These results demonstrate that
the existence of interaction between FMAs and nitrogen fixing bacteria are influenced by the
different pH in relation to the growth of bracatinga plants.

Keywords: soil pH. Mimosa scabrella. Rhizophagus clarus. Acaulospora colombiana.
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4.3 INTRODUCAO

A capacidade de associacao da bracatinga com microrganismos do solo, como bactérias
noduliferas, € relatada em varios trabalhos (CHEN et al, 2007; MOREIRA et al., 2010;
LAMMEL et al., 2013; EHRHARDT-BROCARDO, 2015).Além das bactérias fixadoras de
nitrogénio, os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) tem sido relacionados como um
importante microrganismo simbiotico para as plantas e com capacidade de estabelecer efeitos
sinérgicos com bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) uma vez inoculados em leguminosas
(YASMEEN et al., 2012). Neste contexto, a interacdo FMAs e riz6bios podem auxiliar as
leguminosas nos requerimentos energéticos para a nodulacao e fixagao de nitrogénio, mediante
absorcdo do P do solo pelas plantas micorrizadas que é utilizado no processo de fixacdo de
nitrogénio (LEITE, 2007).

A fim de buscar sustentabilidade e minimizar custos, pesquisas vem sendo realizadas
com o uso de leguminosas, inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) e fungos
micorrizicos arbusculares (FMASs).Os efeitos benéficos dos FMASs sobre o crescimento e a
nodulacdo de leguminosas ja sdo bem conhecidos (BAREA; AZCON-AGUILAR, 1983;
CARDOSO, 1985; CARDOSO, 1986), mais recentemente no milho (MI'YAUCHI et al., 2008),
soja (PEREIRA et al., 2013) e maracujazeiro-doce (VITORAZI FILHO, 2012) e também em
leguminosas arbéreas como Mimosa caesalpiniaefolia Benth. (BURITY, 2000; MENDES,
2013).

Entretanto, a melhor combinacdo entre BFN e FMA, em termos de crescimento do
vegetal e outros pardmetros, ndo é determinada somente pela bactéria mais eficiente ou pelo
fungo; outros fatores podem interferir na eficiéncia dessa relagdo sobre o crescimento das
plantas (SOARES; MOREIRA, 2010).Segundo Zhao et al. (2016), os microrganismos no solo
sdo fortemente influenciados por varios fatores quimicos e fisicos, incluindo a disponibilidade
de nutrientes, matéria organica, umidade do solo e temperatura.Além disso o pH do solo é
conhecido por ter um efeito consideravel sobre as atividades das comunidades microbianas e
processos biogeoquimicos.

Segundo Rheinheimer e Kaminski (1994), a disponibilidade de P e a acidez do solo
influenciam qualitativa e quantitativamente as micorrizas determinando o sucesso da
inoculacdo de FMAs. As espécies de FMAs podem mostrar diferencas marcantes na sua
adaptabilidade ou resposta a acidez do solo e a calagem (SIQUEIRA et al.,1986). Maia (2010)
relata que Rhizophagus clarus, é uma espécie de FMA mais adaptada a pH mais elevado, o

mesmo com o0 género Glomus (SIQUEIRA et al., 1986).Nas condicdes de solo moderadamente
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acidos predominam os géneros Acaulospora e Scutelospora (SPAGNOL et al., 1993) enquanto
a espécie Gigaspora margarifa apresentou melhor desempenho em solo &cido (SIQUEIRA et
al., 1986).

Recentemente, trabalho realizado por Primieri (2016), foi demonstrado o potencial do
uso de FMAs e BFN em bracatinga.Entretanto, ainda ndo existem informacoes relativas ao
crescimento da bracatinga sob associacdo de FMAs em conjunto com BFN em diferentes
condicdes de acidez do solo. Como a bracatinga € encontrada na maioria das vezes em solos
pobres, acidos, com pH variando entre 3,5 e 5,5 (CARPANEZZI; CARPANEZZI, 1992), 0 uso
de préticas agricolas como a correcdo do pH do solo pode ser necessaria para atingir uma
condicdo 6tima para o crescimento, tanto em substratos como no solo de cultivo.

Nossa hipotese é que a inoculacdo de FMAs e BFN em diferentes pH podem influénciar
o0 desenvolvimento dessa, bem como afetar a formacéo de nddulos.Dessa forma,o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da inoculacao de dois isolados de FMAs (Acaulospora colombiana
— SCT115A e Rhizophagus clarus — SCT720A), no crescimento e nodulacdo de mudas de

bracatinga em diferentes pH.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Delineamento experimental e condic¢des de crescimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), Estacdo Experimental de Lages
(SC), no periodo de outubro a dezembro de 2017. Os tratamentos constituiram-se de um fatorial
3 x 5, ou seja: dois FMAs (Acaulospora colombiana — SCT20A e Rhizophagus clarus —
SCT115A) e o tratamento controle (sem inoculacdo com FMA); e cinco niveis de pH (5,1; 5,4;
5,7, 6,0 e 6,3). O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com 5 repetigdes por
tratamento.

Os FMAs testados foram provenientes da Colecdo Internacional de Cultura de
Glomeromycota (CICG) da Universidade de Blumenau (FURB). Sementes foram coletadas de
uma unica planta, localizada no municipio de Irinedpolis (SC), no ano de 2015, sob as
coordenadas geograficas 26°16'03,80" S e 50°45'41,73" O. O solo utilizado foi um Cambissolo,
coletado no municipio de Painel (SC), em &rea com cobertura de mata nativa, mas sem
ocorréncia de bracatinga no local. Apds a coleta, o solo foi previamente peneirado em malha

de 5,0 mm e uma subamostra foi tomada para analises quimicas, as quais foram realizadas no
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laboratdrio de rotina de analise de solo da Universidade do Estado de Santa Catarina,
apresentando as seguintes caracteristicas: pH (H20) = 4,7;indice SMP = 5,0; P = 6,1 mg/dm?;
K = 32,0 mg/dm?3; MO = 2,5%; Al = 1,4 cmol./dm?; Ca = 2,6 cmolc/dm3; Mg = 0,7 cmolc/dm?;
CTC (pH=7) = 17,08 cmolc/dm?. O solo foi esterilizado em autoclave por 1 hora a uma
temperatura de 121°C, duas vezes com intervalo de 24 horas entre os ciclos.

De acordo com a anélise do solo (indice SMP=5,0), a correcdo da acidez para pH 5,5
(valor de referéncia) necessitaria aplicacdo de 6,6 t/ha de calcario Filler (100% PRNT)
conforme as recomendacbes para a espécie (CQFS-RS/SC, 2016). Por meio da curva de
incubagdo, obteve-se a necessidade de calcario nos seguintes niveis: 0% = 0 t/ha; 25% = 1,65
t/ha; 50% = 3,30 t/ha; 75% = 4,95 t/ha e100% =6,60 t/ha. Apo6s 15 dias de incubagdo com
umidade proxima a capacidade de campo, foi realizada analise de pH em H2O das amostras do
solo, de acordo com metodologia Tedesco et al. (1995). Com os valores de pH construiu-se
uma curva de regressao, corrigindo-se o pH do solo para: pH 5,1= (sem adicao de calcério); pH
5,4=0,74 t/ha; pH 5,7=1,53 t/ha; pH 6,0=2,45 t/ha e pH 6,3= 3,57 t/ha. Logo apos, em vasos
contendo 0,4 Kg de solo esterilizado, foi adicionado o calcario e a umidade mantida préxima a
capacidade de campo, permanecendo incubado por um periodo de 7 dias antes da semeadura.
Para corrigir a necessidade de K na bracatinga (K= 32 mg/dm3 = Teor baixo (limite de muito
baixo < 30 mg/dm3)), o solo recebeu antes da semeadura uma aplicacéo de 29,27 mg/KCL/vaso
(65 kg K20/ha), conforme as recomendacdes para a espécie (CQFS-RS/SC, 2016).

O substrato para a producdo dos inoculos dos FMAs foi composto por uma mistura de
Cambissolo e quartzo moido na proporc¢éao de 2:1(v/v) esterilizado em autoclave por 1 hora a
uma temperatura de 121°C, duas vezes com intervalo de 24 horas entre os ciclos. Para a
multiplicacdo do inéculo foram utilizadas mudas micropropagadas de missioneira gigante
(Axonopus catharinensis) semeadas em vasos contendo 1,7 Kg da mistura (Cambissolo e
quartzo moido). Ap6s a semeadura, 0s vasos foram mantidos, por um periodo de 100 dias, em
casa de vegetacdo na EPAGRI. Até 90 dias, os vasos foram irrigados diariamente com agua
destilada. Apos esse periodo a irrigacdo foi suspensa, para promover a esporulagdo dos fungos.
A parte aérea seca das plantas foi descartada e a mistura do solo, contendo raizes colonizadas e
esporos dos FMAs, foi conservada em camara fria a 4°C.

No momento da implantacdo do experimento, foi realizada a extracdo de esporos dos
FMASs via peneiragem umida (GERDEMANN; NICOLSON, 1963). O procedimento consistiu
na transferéncia de 10 g de solo in6culo para um Béquer plastico, que foi suspenso em agua;
apos agitacdo o sobrenadante foi passado em peneiras de malhas 0,71, 0,25 e 0,053 mm. Apos

repetido quatro vezes esse procedimento, o material retido na peneira de menor malha foi
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acondicionado em tubos e centrifugados por cinco minutos a 2000 rpm. Em seguida, 0
sobrenadante dos tubos foi drenado cuidadosamente, sendo adicionada aos mesmos, uma
solucéo de sacarose a 50% (JENKINS, 1964) agitando-se o conteddo com auxilio de um bastéo
de vidro e em seguida centrifugados por um minuto a 2000 rpm. Apds, o sobrenadante foi
drenado com cuidado, em papel filtro. Posteriormente, o material foi lavado com agua destilada
para remover 0 excesso de sacarose e transferido para placas de Petri. Para conhecer a densidade
de esporos g* solo, os esporos foram observados na lupa e contados. O niimero de esporos
observados em foi de 17 e 33 esporos g™ solo para Acaulospora colombiana e Rhizophagus
clarus.

As sementes de bracatinga utilizadas no experimento foram desinfestadas
superficialmente com 80% de etanol por um minuto, 3% de hipoclorito de sédio por cinco
minutos e lavadas cinco vezes em agua destilada. Para quebra da dorméncia, as sementes foram
imersas em agua quente (80°C) durante 5 minutos e deixadas imersas na agua a temperatura
ambiente por 18 horas. A semeadura foi efetuada utilizando-se 2 sementes de bracatinga por
vaso.

Cada vaso recebeu 10 g de substrato inoculo, colocado a 1 cm abaixo da superficie do
solo e no tratamento controle foram adicionados 10 g in6culo misto esterilizado.

Os rizébios foram cultivadas em meio liquido levedura manitol, que foi incubado a 28°C
em agitador de bancada por trés dias, até turvacdo do meio. Apos esse periodo,1 mL do caldo
proveniente da mistura de dois isolados bacterianos foram adicionados em todos os tratamentos,
dez dias apds a semeadura.

Duas semanas apds a semeadura, quando as mudas ja estavam com um par de folhas
definitivas, foi feito o desbaste, deixando-se a planta mais vigorosa. A umidade do solo foi

mantida préximo a capacidade de campo durante o periodo de conducao experimental.

4.4.2 Colheita e variaveis analisadas

A colheita do experimento foi realizada aos 57 dias ap6s a emergéncia de plantulas. A
parte aérea e raizes foram separadas a partir do colo da planta. Raizes foram lavadas e 0s
nodulos separados e contados para avaliar a nodulacdo. Em seguida, o sistema radicular foi
armazenado em etanol 50%. Para a colonizagdo micorrizica, fragmentos de 1 cm de raizes finas
de uma sub amostra representativa de cada repeticdo foram colocadas em tubos de ensaio. As
amostras foram clareadas com KOH 10% por 1 hora a 90°C, ap0s lavadas em agua corrente e

em seguida acidificadas com &cido acetico glacial a 5% por 35 minutos e entdo coradas com
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solucéo de tinta de caneta-tinteiro a 5% em acido acético a 5% por 10 minutos a 90°C. Depois
de lavadas em agua corrente, foram colocadas em uma solugédo de acido acético glacial (1 ml
da solucéo de acido acético glacial 5% em 1000 mL de agua destilada) por 1 hora de acordo
com a metodologia descrita por (VIERHEILIG et al., 1998). As raizes foram armazenadas em
agua destilada. Os segmentos de raizes foram depositados, com o auxilio de uma pinga, sobre
laminas microscépicas, com gotas de Polivinil-Lacto-Glicerol (PVLG), sendo posteriormente
cobertas por uma laminula.

A determinacdo da colonizacdo micorrizica foi realizada pelo método de interseccao
radicular em laminas, avaliando a presenca de estruturas fungicas (hifas intraradiculares,
vesiculas e arbusculos) (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980).

A parte aérea da planta e as raizes foram secas em estufa de circulacao forcada a 65°C
até obtencdo da massa constante para determinacao da massa seca total da planta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias quando
significativas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todos os

procedimentos estatisticos foram realizados no software R.

4.5 RESULTADOS

4.5.1 Crescimento da planta

Os FMAs e o pH tiveram efeitos sgnificativos sobre o acumulo de biomassa da
bracatinga. As plantas ndo micorrizadas (controle) apresentaram crescimento menor do que as
plantas micorrizadas, exceto no valor de pH 5,1 onde néo houve diferenca da massa seca total(
MST) entre as plantas micorrizadas com Rhizophagus clarus e as ndo micorrizadas.Entretanto,
Acaulospora colombiana teve maior producdo de MST em comparacdo ao controle neste
mesmo pH.

Entre pH 5,4 e 6,0 a inoculagdo com os isolados Rhizophagus clarus e Acaulospora
colombiana aumentou o crescimento da planta em dez vezes para massa seca de parte aérea
(MSPA) (Figura 4), oito vezes para massa seca de raiz (MSR) (Figura 5) e nove vezes para
MST (Figura 6) em comparacao ao tratamento controle.

Em pH 5,1 Rhizophagus clarus apresentou menor crescimento em relacdo Acaulospora
colombiana, sendo que em pH 6,3 foi o inverso, Acaulospora colombiana teve menor

crescimento em relacdo a Rhizophagus clarus.
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Figura 4-Massa da matéria seca de parte aérea (MSPA) de mudas de bracatinga inoculadas com
0s FMAs Acaulospora colombiana (AC) e Rhizophagus clarus (RC), cultivadas em
diferentes pH apos 57 dias de cultivo. Barras indicam erro padrdo da média.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Figura 5-Massa da matéria seca de raiz (MSR) de mudas de bracatinga inoculadas com os
FMAs Acaulospora colombiana (AC) e Rhizophagus clarus (RC), cultivadas em
diferentes pH apds 57 dias de cultivo. Barras indicam erro padrdo da média.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.



54

Figura 6-Massa da matéria seca total (MST) de mudas de bracatinga inoculadas com os FMAs
Acaulospora colombiana (AC) e Rhizophagus clarus (RC), cultivadas em diferentes
pH apo6s 57 dias de cultivo. Barras indicam erro padrdo da média.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

4.5.2 Colonizacédo micorrizica

Houve diferenca significativa nas estruturas micorrizicas, como hifas, vesiculas e
arbasculos entre os tratamentos com FMASs. Acaulospora colombiana apresentou quase trés
vezes mais colonizacdo por hifas em relacdo ao Rhizophagus clarus. No entanto, quanto aos
tratamentos de pH, ndo houve diferenca para hifas. O percentual de vesiculas e arblsculos
foram significativamente influénciados em relacdo ao pH. Em todos os niveis de pH,
Rhizophagus clarus apresentou mais dessas estruturas micorrizicas. No tratamento controle ndo
ocorreu colonizagéo, indicando que ndo houve contaminacao (Tabelas 4, 5 e 6).

As taxas de colonizacdo das raizes por FMAs, foram altas em todos os niveis de pH; em
pH 5,1 (tratamento sem calagem, pH original do solo), ocorreu a menor taxa de colonizagdo em
relacdo aos demais tratamentos (Tabela 6). No entanto, a coloniza¢do micorrizica total (Tabela

6) com Rhizophagus clarus foi maior que Acaulospora colombiana em todos os niveis de pH.
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Tabela 4- Percentual de hifas em raizes de bracatinga inoculadas com os FMAs Acaulospora
colombiana (AC) e Rhizophagus clarus (RC) e o tratamento controle, aos 57 dias ap0s
a emergéncia.

pH Tratamentos Média
AC RC C
5,1 20,0 % 9,5 % 0,0 % 14,8 %
5,4 17,7 % 5,5 % 0,0 % 16,6 %
5,7 16,8 % 6,3 % 0,0 % 11,5 %
6,0 19,2 % 5,3 % 0,0 % 12,3 %
6,3 16,7 % 6,7 % 0,0 % 11,7 %
Meédia 181%a 6,7%Db 0,0 %
CV (%) 33,7

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maitscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade; ™) — n&o significativo pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV: coeficiente de
variagéo.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Tabela 5-Percentual de vesiculas e arbusculos em raizes de bracatinga inoculadas com os FMAs
Acaulospora colombiana (AC) e Rhizophagus clarus (RC) e o tratamento controle,
aos 57 dias ap6s a emergéncia em solo estéril em casa de vegetacao.

oH Tratamentos Média
AC RC C
51 45,8 % 70,3 % 0,0 % 58,1% B
5,4 70,8 % 89,5 % 0,0 % 80,2 % A
5,7 67,2 % 92,3% 0,0 % 79,7% A
6,0 62,7 % 90,5 % 0,0 % 76,6 % A
6,3 69,5 % 88,2 % 0,0 % 78,8% A
Média 63,2% b 86,2 % a 0,0 %
CV (%) 31,7

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.CV: coeficiente de variacdo.CV: coeficiente de variacao.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Tabela 6- Colonizagdo micorrizica em raizes de bracatinga inoculadas com os FMASs
Acaulospora colombiana (AC) e Rhizophagus clarus (RC) e o tratamento controle,
aos 57 dias ap0s a emergéncia.

pH Tratamentos Média
AC RC C
5.1 65,8 % 79,8 % 0,0 % 728 % B
5.4 88,5 % 95,0 % 0,0 % 91,8 % A
57 84,0 % 98,5 % 0,0 % 91,3 % A
6,0 81,8 % 95,8 % 0,0 % 88,8 % A
6,3 86,2 % 94,8 % 0,0 % 90,5 % A
Meédia 81,3%Db 92,8%a 0,0 %
CV (%) 143

Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e maidscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.CV: coeficiente de variaco.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

4.5.3 Nodulacéo por BFN

As bactérias fixadoras de nitrogénio inoculadas ndao foram capazes de nodular a
bracatinga no tratamento controle, onde os vasos ndo receberam os FMAs (Tabela 7).
Rhizophagus clarus e Acaulospora colombiana ndo diferiram no nimero de nddulos. Entretanto
houve diferenca entre os niveis de pH. Os dados mostram que independente da inoculacdo de
FMAs, houve menor nimero de ndédulos em pH 5,1 em comparagdo com pH 5,4, mas ndo houve
diferencas estatisticamente significativas em relagcdo aos outros niveis de pH. A massa seca dos

nodulos nédo diferiu entre os fungos micorrizicos e os niveis de pH (Tabelas 8).
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Tabela 7-Numero de nddulos radiculares, em g (planta®), obtidos em mudas de bracatinga em
resposta aos diferentes pH e aos FMAs Acaulospora colombiana (AC) e Rhizophagus
clarus (RC) e o tratamento controle aos 57 dias apds a emergéncia.

pH Tratamentos Média
AC RC C
5,1 28,7 33 0,0 16,0 A
5,4 45,5 30,2 0,0 37,8B
5,7 26,5 36,0 0,0 31,3 AB
6,0 43,8 25,0 0,0 34,4 AB
6,3 272 35,8 0,0 31,5 AB
Meédia 34,309 26,1 0,0
CV (%) 99

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade; ™) — nao significativo pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.CV: coeficiente de variacao.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Tabela 8-Massa seca de nodulos radiculares, em g (planta™), obtidos em mudas de bracatinga
em resposta aos diferentes de pH e aos FMAs Acaulospora colombiana (AC) e
Rhizophagus clarus (RC) e o tratamento controle aos 57 dias ap0s a emergéncia.

Tratamentos
pH Média
AC RC C
5,1 6,1 () 0,5 () 0,0 3,3M)
5,4 8,2 11,7 0,0 9,9
5,7 3,6 15,0 0,0 9,3
6,0 11,1 10,8 0,0 11,0
6,3 7,7 14,2 0,0 11,0
Média 73 10,4 0,0 95
CV (%) 96

() _ n&o significativo pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.CV: coeficiente de variagio.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

4.6 DISCUSSAO

Vérios estudos tem relatado que espécies de leguminosas, apresentam melhor
desenvolvimento e nodulacdo quando inoculadas com FMAs; Acacia mangium, Acacia
auriculiformis  (CRUZ et al., 1988), Albizia lebeck (FARIA et al., 1995),
Centrolobium tomentosum (MARQUES et al., 2001) e Anadenathera peregrina (GROSS et
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al., 2004), Mimosa caesalpiniaefolia Benth (BURITY, 2000; MENDES, 2013), M. scabrella
(PRIMIERI 2016), séo exemplos.

Os dados obtidos neste estudo suportam a hipotese de interacdo entre FMAs e BFN,
proporcionando crescimento na bracatinga, permitindo superar limitagfes impostas pela acidez.
Sendo esta espécie arborea encontrada na maioria das vezes em solos acidos, com pH variando
entre 3,5 e 5,5, (CARPANEZZI; CARPANEZZI, 1992), sugerindo que quando realizado a
calagem nas areas de bracatinga, pode-se aumentar o crescimento da planta, quando em
conjunto com a inoculacdo de FMAs Rhizophagus clarus e Acaulospora colombiana e BFN.

Para a MSPA, foi verificado interacdo da associacdo micorrizica na bracatinga em
conjunto com BFN nos niveis de pH. Segundo Maia (2010) em solos &cidos, o Al na sua forma
trivalente (AI**), pode diminuir as taxas de germinacéo dos esporos, e afetar etapas iniciais do
estabelecimento da simbiose. A magnitude desses efeitos depende da tolerancia das espécies e
isolados. O estudo de Clark (1997) demonstrou que em solo com alta saturacdo de Al a taxa de
germinacdo de esporos de Rhizophagus clarus foi < 3%, sendo profundamente afetada. Maia
(2010) relata que Rhizophagus clarus é uma espécie mais adaptada a pH mais elevado. 1sso
pode explicar o resultado encontrado para Rhizophagus clarus em pH 5,1. SILVA et al. (2017)
descrevem que o género Acaulospora apresentou correlacdo positiva para o pH 5,0 em &rea de
floresta nativa. Esse resultado corrobora o encontrado em pH 5,1 para Acaulospora
colombiana,pois o crescimento das plantas ndo foi afetado no mesmo grau que Rhizophagus
clarus. Entretanto, no pH 5,1, as plantas cresceram menos que nos demais valoresde pH.

O pH do solo 5,4; 5,7 e 6,0 proporcionou as plantas micorrizadas as condi¢cdes mais
favoraveis para o crescimento da bracatinga, que tiveram MSPA dez vezes maiores que 0
tratamento controle. Segundo Hayman e Tavares (1985), a eficacia micorrizica é aumentada
pela calagem. Caldeira et al. (2003), descreve que o pH do solo é um fator que pode interferir
na resposta da associacao, podendo resultar em respostas positivas ou ndo da inocula¢do com
0s FMAs. Acaulospora colombiana, em pH 6,3 apresentou diminuigdo no acumulo da MSPA.
De acordo Sturmer e Bellei (1994), o género Acaulospora é frequentemente encontrado em
solos com pH menor que 6,2 sendo favorecido em ambientes com pH inferior. O fato desse
género ser mais comum em solos de pH mais acido (SOUZA et al., 2010), pode explicar a
diminuicdo da biomassa seca no pH menos acido.A massa seca das raizes de plantas
micorrizadas foi significativamente maior em relacdo ao controle. De acordo com Sugai et al.
(2010), o aumento do volume das raizes é fundamental para mudas destinadas a reflorestamento
em locais de baixa fertilidade, o qual pode melhorar as condigdes de absorcdo de agua e

nutrientes e aumentar a sobrevivéncia no campo apdés o transplantio. Em comparagdo com 0s
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niveis de pH e entre os FMAs os fungos micorrizicos, as respostas entre os tratamentos foram
similares a MSPA.

A colonizacdo micorrizica nas raizes de bracatinga foi significativamente menor em pH
mais &cido.Rhizophagus clarus em todos os niveis de pH produziu menor quantidade de hifas
em comparacdo com Acaulospora colombiana. Clark (1997), observou que em solos 4cidos a
presenca de Al reduziu o crescimento de hifas de Rhizophagus clarus. Entretanto, a resposta da
menor taxa de hifas ndo influenciou em menor taxa de vesiculas, arbisculos e colonizacdo pelo
FMA Rhizophagus clarus em relacéo a Acaulospora colombiana.

O isolado de Rhizophagus clarus ndo foi eficiente em promover o crescimento das
mudas em pH 5,1. No entanto, a colonizagdo micorrizica foi maior para Rhizophagus clarus em
comparacdo com Acaulospora colombiana, sem reflexo no crescimento das plantas.

Na nodulacgdo, plantas quando somente inoculadas com BFN (controle) ndo nodularam.
No entanto quando micorrizadas apresentaram nddulos nos dois tratamentos com FMAsS,
demonstrando que a micorriza é importante para o estabelecimento da BFN, melhorando o
crescimento da planta, visto a baixa producdo de MSPA na auséncia de micorrizacdo. Trabalho
realizado por Jesus et al. (2005), com leguminosas arbéreas, (Piptadenia gonoacantha e
paniculata) também encontrou auséncia de nddulos nas plantas inoculadas apenas com
rizobio,sendo que as plantas que receberam rizébios e fungos micorrizicos (Gigaspora
margarita e Glomus clarum) apresentaram-se noduladas e com maior producdo de massa seca.
Burity (2000), também encontrou resultados semelhantes, no qual a nodulacdo em Mimosa
caesalpiniaefolia foi favorecida pela micorrizacdo, uma vez que as mudas inoculadas apenas
com Rhizobium apresentaram nodulagéo significativamente menor. Primieri (2016) descreve
que a presenca do FMA aumentou a nodulacdo em bracatinga, e Costa et al. (1990), também
relatam o aumento na nodulacéo, fixacdo de nitrogénio e crescimento das leguminosas em solos
de baixa fertilidade com a inoculacéo de rizébio e fungos micorrizicos em leguminosas.

A ndo nodulagdo em plantas inoculadas com BFN e ndo micorrizadas em bracatinga,
ainda néo tinha sido relatado. Segundo Souza et al. (1996), de maneira geral existe alta demanda
de P por espécies de leguminosas arboreas noduladas, proporcionando oportunidade para a
contribuicdo dos FMA s em sinergismo com rizobio, o qual segundo Soares et al. (2008)
interfere diretamente no processo de fixacdo do N2, aumentando a producdo de raizes e a
fotossintese, o que aumenta a nodulacéo das plantas micorrizadas.

Em pH 5,1 o0 nimero de nddulos foi menor em relagdo aos demais pH, o que confirma
a hipétese que a nodulagéo ¢ afetada pela acidez do solo. Conforme Siqueira et al. (1994), as

bactérias sdo mais adaptadas a pH com valores entre 6 e 8 e 0s fungos a valores abaixo de 5,
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contudo eles sdo menos sensiveis ao aumento do pH que as bactérias. A ocorréncia de
nodulagéo apenas nos tratamentos inoculados com FMASs Rhizophagus clarus e Acaulospora
colombiana evidencia a necessidade da micorrizacdo para a nodulacdo na bracatinga

evidenciando o papel benéfico desses fungos no crescimento da bracatinga.
4.7 CONCLUSAO
Os dados mostraram que existe uma faixa de pH adequada no crescimento de bracatinga,

que estd associada com a espécie de FMA inoculada. Além disso o numero de nédulos e a
colonizagdo micorrizica é influenciada pelo pH do solo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho, sugerem que a selecdo de FMAs mais eficientes em
promover o crescimento e desenvolvimento da bracatinga € um bom caminho para futuras
pesquisas;

A melhor combinacéo entre FMAs e BFN pode influenciar no desenvolvimento da
bracatinga e o sucesso de seu desenvolvimento esta associado ao pH ideal para o crescimento
desses microrganismos.

A influéncia de populagGes indigenas de FMAs no desenvolvimento de mudas de
bracatinga devem ser melhor exploradas a fim de entender suas relagdes com a espécie, uma
vez que as plantas cultivadas em solo ndo estéril apresentaram crescimento semelhante & plantas

inoculadas com A.colombiana.
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