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RESUMO

DELLA COLETTA, L. Estudo da fixacdo biolégica do nitrogénio em leguminosas
(familia Fabaceae) arbéreas tropicais através do enriquecimento isotépico do °N. 2010.
99 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séao Paulo, Piracicaba, 2010.

A familia Fabaceae abundante nos trdpicos, desperta grande interesse para 0 uso em
recuperacdo de &reas degradas, ja que em sua maioria, sdo lenhosas e perenes, se adaptam aos
mais diversos ecossistemas brasileiros e sdo capazes de fazer associagdes simbionticas com
bactérias pertencentes ao género Rhizobium, que fixam nitrogénio atmosférico fornecendo-o
para a planta em uma forma reativa. Dentro deste contexto, o presente estudo avaliou em um
experimento em casa de vegetacdo como a fixagdo biolégica de nitrogénio em trés espécies
pertencentes a familia Fabaceae variou em funcdo da adigdo de nitrogénio mineral em
diferentes doses e através de tratamentos incluindo-se a inoculagdo com bactérias do género
Rhizobium e fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). Os resultados obtidos através da
atividade da reducdo de acetileno indicaram que os nddulos se encontravam ativos no ltimo
més de experimento nas trés espécies fixadoras de N,. Houve uma grande variacdo na
porcentagem de N na planta proveniente da fixacdo (NPPfix). Quando as plantas cresceram
em meio onde a disponibilidade de N era baixa, sem a aplicacdo deste nutriente no solo, a
FBN foi favorecida, variando de 34 a 84%. Pelo contrario, foi possivel observar que a fixacéo
foi inibida em vasos onde a adicdo de nitrogénio foi elevada. Devido ao uso do solo né&o
esterilizado, os inoculantes aplicados (bactérias e fungos) parecem ter competido com a
microbiota nativa do solo, assim sendo, diferencas entre os tratamentos inoculados e o

controle (sem inoculagéo) ndo foram encontradas neste estudo.

Palavras-chave: Fixacdo bioldgica do nitrogénio. Leguminosas. Restauracdo ecoldgica.
Is6topos estaveis do nitrogénio. Fertilizante marcado.



ABSTRACT

DELLA COLETTA, L. Estimates of biological nitrogen fixation by tropical legume trees
(Fabaceae) using N labeled fertilizer. 2010. 99 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

Legumes (Fabaceae) are abundant in the tropics and considered as of great interest as restorer
of degraded areas, since most of them are woody and perennials, adapted to several Brazilian
ecosystems and able to make associations with bacteria belonging to Rhizobium genus, which
fix atmospheric nitrogen, and giving it to the plants in a reactive form. In this context, this
study evaluated in a greenhouse experiment how nitrogen biological fixation (FBN) varied in
three species of Fabaceae family according to the N-mineral addition in different doses and
according to treatments including inoculation with bacteria of Rhizobium genus and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). The results obtained from the acetylene reduction
activity indicate that the nodules were active in the last month of experiment in the three N-
fixing species. There was a wide variation in the plant N percentage derived from fixation
(NPPfix). When plants grew in a soil where N availability was low, without application of
this nutrient in the soil, the BNF was favored, ranging the NPPfix from 34 to 84%. On the
contrary, it was possible to observe that FBN was inhibited in the pots where N additions
were higher. Due to the use of unsterilized soil, the applied inoculants (bacteria and fungi)
appear to have competed with the native soil microbiota, thus differences between inoculated

and control (without inoculation) could not be established in this study.

Keywords: Biological nitrogen fixation. Legumes. Ecological Restoration. Nitrogen stable
isotope. *°N labeled fertilizer.
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1 INTRODUCAO

Devido a acentuada perda de cobertura vegetal natural em nosso pais houve um
aumento consideravel de iniciativas que visam restaurar este tipo de vegetacdo com o objetivo
de se readquirir as funcdes e os processos ecossistémicos (CLEWELL, 2000; SER, 2004) e
preservar a biodiversidade (DOBSON et al., 1997; YONG, 2000; LAMB et al., 2005;
CHAZDON, 2008).

Dada a magnitude das acOes a serem realizadas para a restauracdo de ecossistemas
florestais degradados, principalmente ao longo das matas ciliares e outras areas destinadas a
preservacao permanente (RODRIGUES; GANDOLFI, 2004), a selecao de espécies adequadas
assume grande importancia nao so para garantir a sobrevivéncia no campo, mas também para
propiciar 0 ambiente adequado ao surgimento de outras espécies, a fim de facilitar a sucessao
vegetal e reverter o processo de degradacdo (SOARES; RODRIGUES, 2008). A
complexidade da estrutura e do funcionamento dos ecossistemas tropicais, além da escassez
de informacBes sobre as exigéncias nutricionais das espécies, sdo alguns dos fatores que
dificultam a restauracdo de areas degradadas (SORREANO, 2006). Assim sendo o simples
plantio de espécies da flora regional ndo garante a sobrevivéncia destas mudas,
comprometendo a reconstrucao da floresta (WHITMORE, 1989; 1996).

Nos ecossistemas terrestres, onde foi removida a cobertura florestal, acarretando o
rompimento do fluxo de nutrientes entre a serapilheira e o componente vegetal vivo, o
nitrogénio (N) torna-se um dos elementos mais limitante para a regeneracdo natural
(VITOUSEK; HOWARTH, 1991). A disponibilidade de N pode atuar como um mecanismo
importante no processo de sucessdo natural. Em areas degradadas tropicais, onde a
disponibilidade é normalmente baixa, as leguminosas arboreas mostram-se como uma fonte
primaria de nitrogénio capaz de permitir a recolonizacdo vegetal e o aumento da
biodiversidade (SIDDIQUE et al., 2008), contribuindo com a recuperacdo do solo pela
deposicdo de material vegetal com baixa relacdo C:N (NARDOTO et al., 2008), aumentando
a atividade bioldgica e atuando como agente formador e estabilizador da matéria organica do
solo (LAVELLE, 2000; RESH et al., 2002).

Neste sentido, a familia Fabaceae (Leguminosae) possue um papel importante,
principalmente no que se refere ao seu uso para exploracdo econdmica e para a recuperagao
de areas degradadas (FRANCO; FARIA, 1997; SPRENT, 2001), pois em determinadas

condigdes nota-se que algumas espécies de leguminosas, através de sua simbiose com
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bactérias do género Rhizobium?®, sdo capazes de adicionar nitrogénio reativo ao sistema,
através da fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) (JENNY, 1950; ROBERTSON;
ROSSWALL, 1986; VITOUSEK; HOWARTH, 1991; CLEVELAND et al., 1999; CREWS,
1999; GALLOWAY et al., 2004). Neste processo as bactérias utilizam as plantas como fonte
de carbono e energia, enquanto as mesmas liberam o N fixado que serd convertido em N
organico, para utilizacdo pela planta (POOLE; ALLAWAY, 2000; LODWIG et al., 2003).

A familia Fabaceae com mais de 19.000 espécies existentes amplamente distribuidas
em todo o mundo, ocupa os mais variados habitats (LEWIS et al., 2005) e apresenta
significativa riqueza na composicao arboérea das formacdes florestais tropicais (VITOUSEK et
al., 2002). No Brasil, € uma das mais diversas e abundantes familias de plantas superiores,
estando presente praticamente em todos os seus maiores biomas (ALLEN; ALLEN, 1981;
FELFILI et al., 1993; MOREIRA et al., 1992; SOLBRIG, 1996). Segundo Sprent (1995),
estas espécies evoluiram nos trépicos, desta maneira, as leguminosas se encontram bem
adaptadas em regides onde o solo é bastante intemperizado, com acidez elevada e baixa
disponibilidade de fésforo (CREWS, 1999).

Como ja observado, as plantas que crescem durante os primeiros estagios de sucessao
de uma floresta tropical tendem a ser mais limitadas por N do que por fosforo (P) (HERBERT
et al., 2003; DAVIDSON et al., 2007), principalmente em areas degradadas que sofreram
mudancas de uso da terra por um longo periodo (BUSCHBACHER et al., 1988; DAVIDSON
et al., 2004). Espécies arbdreas de uma floresta secundaria possuem uma variedade de
estratégias na aquisicdo e uso do P e do N, incluindo baixas ou altas concentracfes de
nutrientes nos tecidos (DENICH, 1991; SIDDIQUE et al., 2008) e as arvores da familia
Fabaceae estdo entre as mais abundantes nestas florestas tropicais (GUSEWELL, 2004;
VITOUSEK et al., 2002).

Espécies consideradas importantes no processo de restauracéo de sistemas degradados,
como as leguminosas, necessitam de estudos ecofisiologicos mais aprofundados, ndo somente
pelo seu interesse intrinseco, mas também porque um entendimento mais aprofundado sobre a
aquisicdo de nitrogénio por essas plantas é essencial para um manejo adequado em ambientes
degradados (SPRENT, 1995). Desta maneira, 0 objetivo deste estudo foi investigar como
diferentes niveis de nitrogénio no solo em diferentes tratamentos, com inoculacéo de rizobio e

fungos micorrizicos arbusculares (FMASs), interferem na fixacdo bioldgica de nitrogénio

! Por facilidade, no texto, serdo empregados termos que se atribuem as leguminosas a capacidade de se fixar
nitrogénio atmosférico, quando, na verdade, sdo bactérias simbibnticas do género Rhizobium que tem essa
capacidade.
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atmosferico de espécies da familia Fabaceae (Leguminosae) florestais nativas frequentemente

utilizadas em programas de restauracdo ecoldgica no Estado de S&o Paulo.

1.1 Hipdteses

Elevadas doses de N limitam a fixag&o de N, onde o aumento da disponibilidade de N
no solo pode ter potencial para inibir a FBN em florestas tropicais, consequentemente
a porcentagem de N na planta proveniente da fixacdo (NPPfix) sera menor que a
encontrada para a porcentagem de N derivado do solo (NPPS) e do fertilizante
(NPPF), ou seja, a %NPPfix pode ser inibida pelo excesso de N disponivel para a
planta;

A caréncia de nitrogénio induz a fixacdo de N, pela FBN através da associacdo de
algumas espécies de leguminosas com bactérias fixadoras de N e fungos micorrizicos
arbusculares (FMASs), consequentemente a porcentagem de N na planta proveniente da
fixacdo (NPPfix) sera maior que a encontrada para a porcentagem de N derivado do
solo (NPPS) e do fertilizante (NPPF).



15

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Uma Visdo Geral do Ciclo do N, com Enfase na Fixacdo Biolgica do Nitrogénio

(FBN) e na Simbiose Rizébio-Leguminosa

O nitrogénio é o componente mais abundante na atmosfera, encontrando-se numa
forma combinada (N_) que as plantas ndo sdo capazes de utilizar. Nos sistemas terrestres, é 0
elemento quimico mais limitante para o crescimento vegetal (VITOUSEK et al., 1997). As
plantas requerem nitrogénio em quantidade superior a qualquer outro nutriente mineral, e a
disponibilidade deste nutriente geralmente limita a produtividade das plantas em muitos
ecossistemas naturais e agricolas (EPSTEIN; BLOOM, 2005).

Na auséncia de intervencdo humana ndo ha quantidade suficiente de N prontamente
disponivel no ambiente capaz de sustentar a populacdo humana. Portanto, o ciclo global do N
tem sido enormemente alterado principalmente porque o homem tem convertido o N; inerte
em formas reativas de N (MELILLO, 1996), principalmente em virtude do aumento das
atividades agricolas, da queimada de combustiveis fosseis, e outras atividades humanas
(VITOUSEK et al., 1997; GALOWAY et al., 2003; HASTINGS et al., 2009). Dentro do
cenario de desmatamento, da conversdo da vegetacdo nativa em pastagem ou area agricola,
acompanhado pela intensificacdo e melhoramento das técnicas agricolas, a expansdo do
cultivo de plantas que sdo capazes de fazer associagdes com bactérias fixadoras de N,
atmosferico, o aumento do consumo de fertilizantes nitrogenados, o crescimento populacional
e a rapida urbanizacdo, aparecem como principais responsaveis pelas alteracdes no ciclo do N
nas regides tropicais, sendo o Brasil um dos maiores contribuintes por essas alteracfes
(FILOSO et al., 2006).

Em areas degradadas ou fortemente alteradas pela acdo antropica, onde o teor de
matéria organica do solo ja € muito baixo (SOARES, 2007), o crescimento das plantas é
induzido pela adicdo de grandes quantidades de adubos organicos, fertilizantes nitrogenados
ou pelo processo natural da FBN, que constitui na quebra da ligagdo tripla do N, atmosférico.
No entanto, apenas uma parcela relativamente pequena de espécies de procariotos possui a
enzima nitrogenase que é capaz de reduzir o N, em N biologicamente disponivel. Estes
organismos sdo chamados de fixadores de N, ou diazotréficos e sdo eles os mediadores do
processo de FBN, que na sua maioria, envolve as formas de simbiose microrganismo-planta

vascular (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). E um processo que ocorre geralmente na auséncia
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de oxigénio. A fixacdo do nitrogénio € sensivel ao O, pois as duas proteinas que compdem a
nitrogenase (Fe proteina e Fe-Mo proteina) sdo desnaturadas pelo O,. Quando as bactérias
estdo fixando o nitrogénio atmosférico, a leghemoglobina s6 € sintetizada se a planta e a
bactéria estiverem em simbiose (ELLFOLK, 1972) e localizarem-se no citoplasma das células
infectadas do nédulo (VERMA; BAL, 1976). O n6dulo é uma estrutura que possui, entre
outras fungdes, a de proteger a enzima nitrogenase (responsavel pela FBN) contra o oxigénio
que inativa a enzima. O oxigénio fica adsorvido a leghemoglobina, evitando, assim, sua
inativacdo. A leghemoglobina tem a importante fungdo de transportar oxigénio em taxas
suficientes para o metabolismo aerdbio dos bacterdides, sem excessos que possam inibir a
atividade da nitrogenase (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), promovendo uma coloragdo rosea
no interior da porcdo central. Tal coloracdo normalmente é utilizada como indicativo de
eficiéncia simbiotica (RIBEIRO; RAMOS, 2006).

A simbiose rizobio-leguminosa forma nédulos radiculares, que sdo estruturas nas
raizes habitadas por microrganismos especificos como as bactérias do género Rhizobium e
Bradyrhyzobium e os actinomicetos do género Frankia, que fixam o N, atmosférico. Esse N
reativo entra nos processos do ciclo de N através das plantas, animais, microrganismos, solos,
solucBes e sedimentos. Nessa relacdo o microrganismo (rizébio) utiliza a planta (leguminosa)
como fonte de carbono, enquanto libera o N fixado que serd convertido em N organico e
utilizado pela planta ou liberado como N inorganico reduzido (NH;") (POOLE; ALLAWAY,
2000; LODWIG et al., 2003; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Como simbiontes
intracelulares, a bactéria fixa o N, atmosférico utilizando o Mo como proteina da nitrogenase
e fornece este N fixado para a planta, assumindo uma importancia agricola e ecolégica como
fonte disponivel de N fixado para o crescimento das plantas (STACEY, 2006).

Esta simbiose constitui uma alternativa ecoldgica e econémica aos fertilizantes
nitrogenados porque, além de dispensar o uso desses adubos, todo o N fixado biologicamente
¢ aproveitado pela planta, quando em associacdo simbidtica, tornando-se uma importante
ferramenta de recuperacgdo de ecossistemas degradados (FRANCO; DOBEREINEIR, 1994;
FRANCO; FARIA, 1997). Porém, a auséncia de nodulacdo ou nodulacdo ineficiente em
determinada espécie sob determinadas condi¢des ambientais, € decorrente de fatores
limitantes ao estabelecimento, desenvolvimento e funcionamento da simbiose (DE SOUZA
MOREIRA et al., 1992). Tanto os fatores bidticos como os abidticos podem atuar sobre a
bactéria e/ou sobre o hospedeiro afetando a simbiose e seus efeitos também podem variar
dependendo das espécies simbiontes envolvidas, além do mais, as leguminosas precisam

investir de 30 a 50% do carbono fixado para manter as bactérias noduliferas ja que a FBN €
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um mecanismo de nutri¢cdo de nitrogénio que consome muita energia (BURRIS; ROBERTS,
1993). Os metabolismos do simbionte e do hospedeiro sdo complementares e cada um
estimula o outro a produzir substancias especificas. Para ocorrer a nodulacdo, a planta precisa
ser susceptivel e compativel com o tipo de rizébio que, por sua vez deve ser capaz de
multiplicar e sobreviver na raiz (KERBAUY, 2004). Quando a liberacdo de exudados pela
planta ndo esta adequada, a simbiose pode néo ocorrer e dessa forma comprometer a FBN.

A familia das leguminosas € muito diversificada, com padrBes variaveis de FBN
(SPRENT, 2005). Diferengas na ocorréncia de nodulacdo e taxas de FBN sdo relacionadas
com a evolucdo taxondmica dentro da familia (SPRENT, 1995; CREWS, 1999; MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006). A maioria das especies ndo noduliferas pertencem ao grupo mais
primitivo, as Caesalpinioideae (ALLEN; ALLEN, 1981; FARIA; LIMA, 1998; SPRENT,
2001). Nesse grupo, 76% das espécies ja examinadas sdo incapazes de estabelecer simbiose
com rizébio (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Nas Mimosoideae e Papilonoideae, grupos mais
evoluidos, predominam espécies noduliferas (SPRENT, 2001), das espécies ja analisadas 13%
e 4% respectivamente, sdo incapazes de nodular (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), o que pode
ser entendido como uma maior adaptacdo dos grupos evolutivamente mais recentes a esta
interacdo. Assim, provavelmente, a nodulagdo nas leguminosas resultou de um processo
evolutivo que selecionou a caracteristica de fornecer nitrogénio mais eficientemente, de modo
a atender as altas demandas desta familia (MCKEY, 1994). Desta maneira, essas plantas
interferem na dindmica do nitrogénio de uma maneira distinta das espécies com menores
concentracOes de nitrogénio (REICH et al., 1999; AERTS; CHAPIN, 2000).

2.2 Associagdes Micorrizicas

As micorrizas sdo associacfes simbidticas entre plantas e fungos. Nela, fungos
micorrizicos, em troca de carboidratos, vitaminas e outros minerais, geralmente beneficiam
seus hospedeiros por elevar a area de absorcdo do sistema radicular e a capacidade de
assimilacdo de &gua e nutrientes, como N e P (HE et al., 2003; HOBBIE et al., 2005).

Dentre os varios tipos de associagdes existentes, a micorriza arbuscular (MA) é a mais
comumente observada em ambientes tropicais. Nos tropicos as MAs sdo cerca de dez vezes
mais abundantes que as ectomicorrizas (JANOS, 1980a), incluindo quase todas as espécies de
interesse agrondmico, pastoril e espécies florestais nativas dos tropicos (JAKOBSEN, 1994;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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Nesta associacao, os fungos colonizam as células do cértex radicular, bem como os
espacos entre elas (STURMER; SIQUEIRA, 2006). Apesar de formar, em alguns grupos
taxonémicos, vesiculas e hifas, a estrutura mais caracteristica desta associacdo € o arbusculo,
que sdo ramificacdes produzidas pelos fungos e que sdo revestidas pelo plasma de membrana
das células do cortex (CHAPIN et al., 2002; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Devido a importancia desta associacdo, os fungos micorrizicos sdo de grande
importancia no estabelecimento de espécies em ambientes em processo de regeneracao,
principalmente em éreas degradadas (SCHMIDT et al., 1999; WALI, 1999), as quais sdo
geralmente caracterizadas por apresentarem solos com deficiéncia de nutrientes,
principalmente N e P (POUYU-ROJAS et al., 2006).

Programas de restauracdo florestal podem ser prejudicados pelo baixo estabelecimento
e desenvolvimento inicial de mudas, em conseqiéncia de limitagbes quimicas, que podem
ocorrer tanto pelo fornecimento inadequado de nutrientes essenciais a planta ou pela toxidez
de elementos nocivos que inibem o desenvolvimento das raizes (TELES et al., 1999). Desta
forma, fungos micorrizicos favorecem a nutri¢do das plantas, melhorando a absor¢do de agua
e nutrientes do hospedeiro - principalmente o P, mas também N, Zn e Cu (CLARK; ZETO,
2000), aumentando n&o s as taxas de crescimento, bem, como a sobrevivéncia de mudas de
muitas espécies florestais tropicais (JANOS, 1980b). Os fungos também podem interferir na
agregacdo do solo, além de atuar como agente de controle biolégico de microrganismos
fitopatogénicos de raizes (BETHLENFALVAY; LINDERMAN, 1992; NEWSHAM et al.,
1995; SAWYER et al., 2003), promovendo maior tolerdncia a estresses diversos (DE
SOUZA; SILVA, 1996; FRANCO; BALIEIRO, 2000). De acordo com Norby e Jackson
(2000), as préprias estruturas das micorrizas compreendem uma fragdo substancial da matéria
organica, que podem ser consideradas fontes de nutrientes para o solo.

Estima-se que a grande maioria das espécies de plantas sdo capazes de formar MAs
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Desta forma, a pratica da inoculacdo de espécies de FMAs
selecionadas em mudas facilita o processo de revegetacdo, seja por favorecer o
desenvolvimento destas mudas, seja por interferir beneficamente na dindmica do processo de
sucessdo (JANOS, 1996, ZANGARO et al., 2000, 2002, 2003). A inoculagdo mostra-se ainda
mais interessante no caso das leguminosas (nativas ou introduzidas), uma vez que
caracteristicas intrinsecas das plantas deste grupo permitem que estas promovam uma
melhoria tanto pela deposicdo do material vegetal como pela reciclagem de nutrientes,
permitindo assim o posterior estabelecimento de outras espécies vegetais mais exigentes no
processo de sucessao (MARTINS et al., 2006).
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2.3 Interag0es entre Nitrogénio e Fosforo

Por definicdo, os nutrientes minerais possuem funcgdes especificas e essenciais no
metabolismo das plantas. O N € um constituinte fundamental das proteinas, e, portanto, tem
um papel essencial em todas as atividades enzimaticas, enquanto o P estd intimamente
envolvido na transferéncia de energia dentro da célula (ATP e NADPH) e, junto com o N, €
um elemento estrutural importante dos acidos nucléicos (MARSCHNER, 1995). Em nivel de
espécie, a razdo N:P nas folhas tem sido usada como um indicador da limitagdo nutricional
onde, N:P < 16 indica uma maior limitagdo por N, valores entre 14<N:P<16 indica uma co-
limitacdo entre N e P, e N:P > 16 indica uma maior limitacdo por P (AERTS; CHAPIN,
2000). Alguns elementos como N e P séo facilmente retranslocados de um 6rgdo para outro
dentro da planta (TAIZ; ZEIGER, 1991). Independente do tipo fenoldgico, a retranslocacao
tende a ser mais alta para P (~ 60 %) que para N (~ 40 %) nos ecossistemas tropicais
(AERTS; CHAPIN, 2000).

A FBN requer varios nutrientes, tais como Mo, Fe e S, 0s quais sdo cofatores
essenciais da nitrogenase. Além disso, devido ao alto custo energético da FBN, a planta
necessita de uma elevada demanda de P, podendo a deficiéncia neste elemento afetar de modo
generalizado as simbioses de leguminosas (ISRAEL, 1987; KENNEDY; COCKING, 1997;
GEHRING et al., 1999; CHAPIN et al., 2002; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Cole e Heil (1981) estimaram em média 7 kg de N ganho via FBN por kg de P
adicionado como fertilizante, devido a um melhor estado nutricional da planta hospedeira e
requerimento de P direto do rizébio (BECK; MUNNS, 1984; SMART et al., 1984; ISRAEL,
1987; GILLER; WILSON, 1991).

Na bactéria, o fosforo parece ativar o gene para a sintese da nitrogenase (STOCK et
al., 1990) e em muitos casos, a taxa de fixacdo de N parece ser controlada pela razdo N:P no
solo (CHAPIN et al., 1991). Alguns modelos sugerem que é energeticamente vantajoso, isto
é, ha um menor requerimento de fotossintato, para obter N via radicular do que fixar N,
atmosférico (VITOUSEK; FIELD, 2001), o que é consistente com o fato de que plantas
dependentes unicamente da FBN possuirem maiores concentragdes de P (SPRENT, 1999)
para atingir o crescimento 6timo do que plantas cujo suprimento de N é dependente do N
disponivel no solo, ja que o fosforo € particularmente pouco movel no solo e sua taxa de
difusdo fortemente limita sua disponibilidade para as raizes. Por exemplo, Sanginga et al.
(1995) observaram que Gliricidia sepium noduladas, uma espécie amplamente utilizada em

sistemas agroflorestais, somente apresentou uma resposta a P nos niveis mais altos de
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aplicacdo deste fertilizante, o que provavelmente refletiu uma necessidade béasica para a planta
crescer. Ribet e Drevon (1996) encontraram para Acacia mangium um comportamento similar
na aquisicao de P para crescer em ambientes onde predominam a fixacéo de No.

Nos casos onde ha um suprimento adequado de N-mineral no solo, a tendéncia é de
uma reducdo dréstica na nodulagdo das leguminosas, como demonstrado por Moreira e
Siqueira (1995) estudando quatro espécies de leguminosas nodulantes com diferentes fatores
nutricionais limitantes, como o N e o P, isto porque a nodulagdo ocorre em resposta as
demandas nutricionais da planta. Na presenca de N-mineral estas demandas sdo reduzidas ndo
ocorrendo, portanto, estimulo a nodulagdo. Assim, espécies arboreas podem ser mais afetadas
pelo N combinado do que culturas anuais, porque ocorre ampla variacdo da FBN em virtude
da idade e redistribuicdo do N na planta e no perfil do solo devido a mineralizacdo da matéria
organica (MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006).

Em florestas tropicais onde ndo ha limitacdo por N (MARTINELLI et al., 1999),
raramente ha ocorréncia de nodulos em leguminosas, no entanto, quando ha uma restricdo na
disponibilidade de N, o processo de FBN aumenta. Em florestas primarias perturbadas
(aberturas de pequenas clareiras e estradas) e florestas secundarias na Amazonia Central a
ocorréncia de nddulos em leguminosas € observada esporadicamente, ocorrendo mais
frequentemente em solos cultivados onde geralmente ha grandes perdas de N (SYLVESTER-
BRADLEY et al., 1980).

2.4 Avaliacao da Fixacdo Biologica do Nitrogénio

2.4.1 Composicao Isotopica do Nitrogénio

O nitrogénio possui dois is6topos estaveis N e N. O isétopo N é o mais
abundante, correspondendo a 99,6337% de N na atmosfera, enquanto o N é de
aproximadamente 0,3663% (JUNK; SVEC, 1958). A razdo de “N/*N (0,0036765) na
atmosfera é constante. Portanto, o N, atmosférico (0,3663% *°N) é usado como o padréo nas
analises de °N e que por definicéo seu §°N é igual a 0%. (MARIOTT]I, 1983).

A razdo entre os dois is6topos estaveis do nitrogénio (**N e *N) varia na biosfera
como resultado de fracionamento em processos fisicos, quimicos e bioldgicos. Diante disso, 0
uso do >N tem-se tornado a forma mais prética de medir a fixagdo biolégica do nitrogénio,
principalmente em sistemas simbidticos com leguminosas (PEOPLES et al., 1989; BODDEY
et al., 2000).
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Neste estudo, dois métodos foram usados para quantificar, atraves da porcentagem de
nitrogénio na planta proveniente da fixagdo (NPPfix), a contribuicdo relativa da fixacéo
bioldgica de nitrogénio em leguminosas:

a) método com uso das variacBes naturais de >N (abundancia natural);
b) método de marcacdo do solo com *N ou de diluicdo isotopica de *°N.
Estes sd0 métodos idénticos, diferindo somente quanto & adicdo de °N ao solo, para

marcacao.

a) Abundancia Natural de °N

Esta técnica explora diferencas de ocorréncia natural na abundancia de >N entre o
nitrogénio do solo disponivel para as plantas e o N, atmosférico (BODDEY et al., 2000). Ela
se baseia no fendmeno comumente observado que o N mineral do solo (NH;" e NO3) é
naturalmente enriquecido em N comparado com o N, atmosférico (SHEARER; KOHL,
1986).

Estimativas da fixagdo do N2 atmosférico em leguminosas com uso de variagdo natural
de N requer que haja uma diferenca mensuréavel na abundancia de °N entre as duas maiores
fontes de N para a planta fixadora, ou seja, entre 0 §'°N do solo e o da 8*°N da atmosfera
(normalmente cerca de 3 a 4 %o, ver SHEARER; KOHL, 1986). Para esta estimativa, a
abundancia de N no N mineral é obtida analisando uma planta referéncia néo-fixadora de N,
a qual é basicamente dependente do N presente solo para seu crescimento. Com o0 aumento da
FBN, a abundancia natural do ®N nas plantas fixadoras de N diminui, em funcéo da
“diluicdo” do N assimilado no solo pelo N, atmosférico (PEOPLES et al., 1989),
conseqiientemente, a assinatura isotopica das leguminosas quando estdo fixando N da
atmosfera, tende a ser aproximadamente de 0 a 2% (HOGBERG, 1997).

Dessa forma, variacBes regulares da razdo isotépica de N (**N/**N) podem
proporcionar informacdes Uteis a respeito das fontes de N utilizadas pelas plantas.

b) Marcac&o do solo com **N ou diluicgo do is6topo de *°N
A técnica disponivel mais adequada para quantificar a FBN ¢ a diluicdo isotdpica de

>N (BODDEY; URQUIAGA, 1992). Tal técnica possui a vantagem de ser integrada, pois

permite quantificar a contribuicdo da FBN durante o ciclo de uma planta e a avaliar o N
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fixado que foi incorporado dentro da planta, tornando possivel mensurar o beneficio da FBN
durante o crescimento da espéecie em interesse (PEOPLES et al., 1989).

A técnica original de enriquecimento de N (MCAULIFFE et al., 1958) e suas
modificagOes posteriores (FRIED; MIDDLEBOE, 1977; CHALK, 1985; LEDGARD et al.,
1985; CHALK; SMITH, 1994), baseiam-se na alteracdo da propor¢do natural entre 0s
isétopos **N e N, acrescentando adubos nitrogenados artificialmente enriquecidos (% em
atomos de N > 0,3663) em proporcdo conhecida ao meio de crescimento de plantas
fixadoras de N;. A taxa de aplicagdo deste fertilizante deve ser adequada para que a fixagéo
do N, ndo seja inibida (HE et al., 2003). Portanto, as plantas que obtém além do nitrogénio
marcado proveniente do solo, o N atmosférico, sofrem uma diluicdo no seu enriquecimento
em N. Quanto maior a magnitude da diluicdo, maior a quantidade de N atmosférico
incorporado, e consequentemente, maior a contribuicdo da FBN (HE et al., 2003; QUESADA,
2005).

A aplicacdo desta técnica depende da premissa basica de que as plantas fixadoras e as
testemunhas (leguminosas ndo noduladas) devam absorver N do solo com a mesma marcacao.
Para satisfazer esta condicdo € necessario que a testemunha explore um volume de solo
semelhante ao da planta nodulada e que apresente uma marcha de absor¢cdo de N do solo
semelhante a planta fixadora (FRIED; MIDDLEBOE, 1977; BODDEY, 1987).

Desta maneira, o uso de tracadores de >N permite seguir e quantificar este nutriente
na planta em diferentes compartimentos de um sistema em estudo. A principal vantagem é
que permite a distincdo do nitrogénio na planta entre o solo e o fertilizante **N, fornecendo
informacdes acerca do sistema e estimando as taxas de transformacdo do N (TRIVELIN et al.,
1994).

A maioria dos estudos realizados utilizando a fertilizacdo com o >N enriquecido sdo
conduzidos na area agrondmica (TRIVELIN et al., 1994; GAVA et al., 2003; BOARETTO et
al., 2007; FENILLI et al., 2007). No entanto, para espécies destinadas a restauracéo florestal,
0 conhecimento sobre a capacidade de fixar N, através da simbiose rizobio-leguminosa, sua
participacdo no ciclo do nitrogénio e potencial contribui¢do para a reversdo dos processos de
degradacdo ainda é escasso, principalmente no que se diz respeito a experimentos conduzidos

em casa de vegetacao.
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2.4.2 Reducéo de Acetileno

A reducdo de acetileno é uma medida indireta da fixacdo bioldgica de nitrogénio.
Nela, a atividade da nitrogenase (que reduz o N, em NH3) é detectada por meio da reducéo do
acetileno (C;H,) em gas etileno (C,H,), a qual ocorre em uma razao proporcional a primeira
(DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN; BURRIS, 1966).

O etileno é o Unico produto da reacao de reducéo de acetileno, ndo inibindo a atividade
da enzima, nem sendo reduzido pela nitrogenase (HARDY et al., 1968; BODDEY, 1987). A
producdo do etileno é entdo proporcional a atividade da nitrogenase do sistema na relagéo 3:1,
ou seja, 3 moles de acetileno reduzido para cada 1 mol de N fixado (HARDY et al., 1968
VITOUSEK, 1994; VITOUSEK; HOBBIE, 2000; CREWS et al., 2001; REED et al., 2008).

A atividade desta enzima é um forte indicativo da contribuicdo da FBN para as plantas
além de ser uma medida simples e de alta sensibilidade nesta detec¢do. Sua utilizacdo como
método de quantificacdo da FBN para as plantas € muito questionada por diversos autores;
muitos deles ressaltam que esta se trata de uma medida pontual, além da taxa de contribuicdo
da FBN apresentar alteracdes sensiveis ao longo do dia (PEOPLES et al., 1989; DALTON;
KRAMER, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi conduzido em estufa no Centro de Biotecnologia Agricola (CEBTEC),
Universidade de S&o Paulo, Campus “Luiz de Queiroz”, Piracicaba — SP, entre as
coordenadas 22°42'39" S e 47°38'15" W. A temperatura da estufa manteve-se em 25°C, em

média, e a umidade relativa do ar em torno de 70%.

3.1 Delineamento Experimental

O delineamento utilizado foi experimento fatorial 3x4x4, sendo considerado 0s
seguintes fatores: trés tratamentos (sem inoculacéo, inoculagdo com rizobio e inocula¢do com
rizobio e fungos micorrizicos arbusculares), quatro doses diferentes de nitrogénio, e quatro
especies, representada por um vaso com uma planta. Cada combinagéo dos niveis dos fatores
foi repetida 4 vezes, perfazendo assim um total de 48 repeticdes por espécie e 192 vasos em
todo o experimento. As espécies em questdo foram indicadas pelo Prof. Dr. Ricardo Ribeiro
Rodrigues (ESALQ/USP), especialista em recuperacdo de areas degradadas (Tabela 1). Das
quatro espécies, trés espécies de leguminosas séo potencialmente fixadoras de N, atmosférico
e uma leguminosa ndo-fixadora de N, atmosférico (espécie referéncia), todas pertencentes ao

grupo das pioneiras e/ou secundarias iniciais (LORENZI, 1998).

Tabela 1 — Espécies mais comumente utilizadas ou recomendadas em projetos de restauracdo
florestal no Estado de Sdo Paulo, com énfase nas formagdes ribeirinhas

Familia/Sub-familia Nome cientifico Autor Nome
Popular

Leguminosa nado-fixadora de N, atmosférico —
Espécie referéncia *

Fabaceae/ Mimosoideae Acacia polyphylla D.C Monijoleiro

Leguminosas potencialmente fixadoras de N,

atmosférico ?

Fabaceae/Mimosoideae  Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong  Tamboril
Fabaceae/Papilionoideae Erythrina speciosa Andrews Mulungu
Fabaceae/Mimosoideae  Mimosa caesalpiniifolia Bentham Sabia

! Auséncia de nodulos comprovada segundo Faria et al. (1987); Faria e Lima (1998) e Soares (2007).
2 Faria (1993) e Soares (2007).

O experimento foi conduzido por seis meses, de julho de 2009 a janeiro de 2010

quando teve inicio o desbaste das plantas, sendo delineado da seguinte maneira (Figura 1):


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mimosaceae�
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Mimosaceae�
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e Leguminosas potencialmente fixadoras de N, atmosférico:
1° Tratamento: Sem inoculacéo (tratamento controle);
2° Tratamento: Inoculagcdo com rizébio;
3° Tratamento: Inoculagdo com rizobio e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS).
e Leguminosa nédo-fixadora de N, atmosférico (espécie referéncia):
1° Tratamento: Sem inoculag&o (tratamento controle);
2° Tratamento: Inoculagdo com rizobio;
3° Tratamento: Inocula¢do com rizdbio e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS).
Todas as espécies assim como 0s trés tratamentos receberam diferentes doses de
nitrogénio: controle, sem adigdo do nutriente; 30 mg kg solo™; 60 mg kg solo™ e 120 mg kg

solo™.

Figura 1 — Visdo geral do experimento em estufa aos trés meses ap0s a semeadura nos vasos
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3.1.1 Preparo e Caracterizacdo do Solo

O solo escolhido para o experimento foi o Latossolo Vermelho-Amarelo, pois
constitue o agrupamento de solos mais extenso do Estado de S&o Paulo (OLIVEIRA et al.,
1999), e foi coletado a profundidade de 0,4 m a 0,6 m, na Estacdo Experimental de Itatinga -
SP, pertencente a Universidade de S&o Paulo (USP) sob a administracdo do Departamento de
Ciéncias Florestais da ESALQ. Esta profundidade foi escolhida devido a baixa fertilidade,
principalmente em relacdo ao N e baixa concentracdo de matéria organica encontrada no
horizonte B do solo, que sdo caracteristicos de ambientes degradados. Ainda no campo este
solo foi passado em peneira de malha 2 mm, totalizando 1000 kg de solo coletados para o
preenchimento dos 192 vasos com capacidade de 5 kg cada um.

A andlise granulométrica e quimicas (Tabelas 2, 3 e 4) foram realizadas no
Departamento de Solos e Nutricdo Mineral de Plantas (ESALQ/USP) de acordo com 0s

procedimentos usados pela Embrapa (1999).

Tabela 2 - Anélise granulométrica do solo

Areia (%) Silte (%) Argila (%) Classe da Textura

79 1 20 Média arenosa

Metodologia: Método do Densimetro.

Tabela 3 - Caracteristicas quimicas do solo: M.O. (Matéria Organica); P (Fésforo total); S
(enxofre); K (Potassio); Ca (Célcio); Mg (Magnésio); H+Al (Aluminio); SB
(Soma de Bases), 5'°N (composicao isotépica do N) e N (N total) e razdo C:N

pH MO P S K Ca Mg H+Al SB V m §°N N C:N
CaCL, gdm® --mgdm?®- -oemmmme- mmol, dm®------—---- % % % gkg*

39 22 23 6 01 16 1 393 28 67 777 88 03 182
S = Ca(H,P04), 0,01 mol/L (10 mL TFSA / 25mL)

Tabela 4 - Micronutrientes do solo. B (Boro); Cu (Cobre); Fe (Ferro); Mn (manganés); Zn

(Zinco)
B Cu Fe Mn Zn
----------------------------------------------- P I e
0,24 1,3 335,7 0,23 0,13

Método Utilizado: Cu, Fe, Mn, Zn - DTPA - TEA,; pH 7,3; B = BaCl,.2H,0 0,125% microondas (10
mL TFSA /20 mL BaCl, 0,125%).
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O solo utilizado no experimento ndo foi esterilizado devido a grande quantidade
coletada (1 tonelada). Os nutrientes necessarios para as plantas se desenvolverem foram
corrigidos com a aplicacdo de fertilizantes (Figura 2 e item 3.1.4), e suas respectivas
guantidades necessarias a serem aplicados em cada vaso foram definidas com base nos
resultados de analise do solo (Tabela 3 e 4).

Primeiramente os vasos foram preenchidos com 5 kg de solo realizando uma mistura
homogénea com os seguintes fertilizantes (Figura 2):

1) Calcareo Dolomitico (PRNT = 104,6%): 8,5 g por vaso, para corrigir a acidez do

solo - apds dois meses de germinacao das plantas o pH do solo encontrava-se em
torno de 6.

2) Superfosfato Triplo: 200 mg kg solo™ de fésforo.

A B G

Figura 2 — Esquema de fertilizacdo. A.- Latossolo Vermelho-Amarelo; B — Solo + Calcareo
Dolomitico e Superfosfato Triplo; C — Solo e fertilizantes homogeneizados no
vaso (5 kg de solo)

3.1.2 Pré-Germinacdo das Sementes

As sementes de A. polyphylla e E. speciosa foram obtidas do viveiro BioFlora,
localizado em Piracicaba — SP, e as sementes de M. caesalpiniifolia e E. contortisiliquum
foram enviadas pela Embrapa Agrobiologia (CNPAB), Seropédica — RJ. Todas as espécies,
com excecao da A. polyphylla, sofreram quebra de dorméncia através de escarificacdo com
lixa.

Para 0 semeio optou-se por colocar as sementes para pré-germinar enroladas em papel
filtro dmido em uma camara germinativa a 25°C no escuro, cerca de 300 sementes por
especie. Este procedimento foi realizado no Laboratério de Sementes pertencente ao
Departamento de Producdo Vegetal (ESALQ/USP) (Figura 3).
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Figura 3 — Etapas da pré-germinagdo. A — Sementes escarificadas; B — Sementes colocadas
sob 2 folhas de papel de germinacdo; C — 1 folha de papel de germinacéo sobre as
sementes; D — Sementes enroladas no papel filtro; E — Camara germinativa

3.1.3 Semeadura das Espécies e Inoculacao

Apo6s a germinacdo das sementes, quando as radiculas tinham de 1 mm a 3 mm de
comprimento, foram transplantadas trés sementes por vaso, para posterior desbaste, deixando
uma Unica planta por vaso.

No ato do transplante foram aplicados os inoculantes de rizobio especifico para cada
espécie florestal (Tabela 5) e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) (Tabela 6). Todos 0s
inoculantes foram produzidos e recomendados pela Embrapa Agrobiologia, Seropédica - RJ.
Para os FMAs foram utilizados composto de solo, onde se cultivou capim braquiaria
(Brachiaria decumbens), contendo esporos, fragmentos de hifas e pedacos de raizes
colonizadas e armazenados (23°C) por aproximadamente um més, até serem utilizadas neste

estudo.
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Tabela 5 — Identificacdo dos inoculantes de rizobio para cada espécie de leguminosa arbdrea

nativa
Espécie Identificacdo (Riz6bio)
Acacia polyphylla Coquetel de inoculantes *
Enterolobium contortisiliquum BR-4406/BR-4407
Erythrina speciosa BR-3609/BR-8205
Mimosa caesalpiniifolia BR-3407/BR-3446

* N&o ha inoculante especifico para esta espécie, neste caso preparou-se um inoculante misto com
diversas estirpes recomendadas para outras espécies de Acacia por isso optou-se por fazer uma mistura
de inoculantes das espécies de Acacia ja existentes na Embrapa Agrobiologia.

Tabela 6 - Identificacdo dos fungos micorrizicos arbusculares provenientes da Colecdo de
Fungos Micorrizicos Arbusculares da EMBRAPA — Agrobiologia (Seropédica,

RJ)
Cddigo Espécies de FMAs
CNPAB 001 Gigaspora margarita Becker & Hall
CNPAB 002 Scutellospora heterogama (Nicol.&Gerd.) Walk.&Sand
CNPAB 005 Glomus clarum Nicol. & Schenk
CNPAB 037 Acaulospora morrowiae Spain & Schenck
CNPAB 038 Scutellospora calospora (Nicol.&Gerd.) Walk.&Sand

Para uniformizar a inoculacdo de FMAs do experimento foi realizado um indculo
misto de todas as espécies de FMAs e aplicado em todas as sementes do tratamento que
constituiu na interacdo entre rizobio e FMAs (Prof. Orivaldo José Saggin Junior —
comunicacéo pessoal).

Seguindo-se as recomendacdes da Embrapa Agrobiologia foram colocados no orificio
de plantio, no ato da semeadura de 0,5 g a 1,0 g do in6culo misto dos FMAs por semente. O
rizobio, que estava em forma de turfa, foi diluido em &gua destilada (50 g de inoculante em
200 mL de agua) e inoculado por pipetagem sobre as sementes (4 mL da solugdo por vaso)
(Figura 4).
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E

Figura 4 — Transplante das sementes pré-geminadas para o vaso e inocula¢do. A — emisséo
das radiculas (~3 mm); B — Tratamento Controle (sem inoculacdo); C — Inoculagao
de Rizébio; D — Aplicacdo de FMASs; E — Inoculacdo de FMAs + Rizobio

3.1.4 Fertilizacao

Quando as mudas atingiram cerca 5 cm a 6 cm (20 a 30 dias apds a germinacgdo
dependendo da espécie) foram desbastadas a fim de deixar uma planta por vaso. Apds este
processo, foi aplicado potassio na dose de 50 mg kg solo™ na forma de cloreto de potassio
(KCI), com aplicacéo de 10 mL vaso™ da solucéo em todos os tratamentos e a adubacdo com
micronutrientes foi realizada com aplicacdo de 2 mL vaso™ de uma solucéo nutritiva contendo
Cu, Mo, Mn, Zn e B. O nitrogénio foi aplicado nos trés tratamentos nas doses 30 mg N kg
solo™, 60 mg N kg solo™ e 120 mg N kg solo™ (5 mL vaso™ da solugdo) como sulfato de
amonio enriquecido a 5% de atomos de N [(**NH,),SO4] produzido pelo Laboratério de
Is6topos Estaveis (CENA/USP). Os vasos foram umedecidos sempre que necessario com
agua filtrada por osmose reversa para manter a umidade a aproximadamente 70% da

capacidade de campo.
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3.2 Pragas

Apos dois meses da germinacdo das plantas apareceram pragas em algumas espécies
do experimento, que foram identificadas pelo Departamento de Entomologia da ESALQ/USP
como tripes (inseto raspador-sugador), na parte inferior e superior das folhas, e &caros (parte
inferior da folha).

A espécie mais atingida e danificada pelo tripes e acaros foi a M. caesalpiniifolia
sequida da E. speciosa (Figura5). A E. contortisiliquum e a A. polyphylla foram atingidas em
menor proporgdo apenas pelo tripes.

Figura 5 — Aparecimento de pragas (tripes e acaros) e seus danos as folhas. E. speciosa (A) e
M. caesalpiniifolia (B, C, D e E) foram as espécies mais atingidas pelo tripes
(circulo vermelho) e &caros (circulo preto). Setas pretas indicam os danos sofridos
pelas plantas

Para controlar e eliminar as pragas, foi aplicado o defensivo agricola Vertimec para os
acaros e Confidor para o tripes em todos os individuos, assim as pragas foram controladas e

eliminadas até o fim do experimento.

3.3 Clorose

Com aproximadamente dois meses e meio apds a germinacdo algumas plantas de E.
speciosa apresentaram sintomas de clorose em suas folhas, independente do tratamento.
O amarelecimento ou clorose das folhas sdo sintomas comumente verificados e podem

ser causados por fatores como toxicidade nutricional, estresse ambiental (temperatura, agua),
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fatores genéticos, substancias quimicas (herbicidas, pesticidas), poluentes, animais herbivoros
(insetos) e patogenos (fungos, bactérias, virus) (SORREANO, 2006). Estes sintomas podem
ser confundidos com sintomas de caréncia mineral (DELL et al., 1995).

Portanto, vérios fatores podem ter favorecido o aparecimento desses sintomas, como a
clorose verificada em alguns individuos de E. speciosa. As folhas mais amareladas (Figuras
6A e 6B) se encontravam presentes na maioria dos vasos, independente do tratamento, onde
ndo foi aplicado o N (sulfato de aménio), podendo atribuir este amarelecimento a falta de N
necessario a planta. Outra caracteristica observada nesta mesma espécie, mas em vasos
fertilizados com N é o aparecimento de clorose internerval (Figura 6C), parecidas com a
deficiéncia de alguns micronutrientes como o Fe com aparéncia de um reticulo fino, ou seja,
as nervuras ficam verde escuras, enquanto o limbo verde-claro das folhas mais novas e/ou
deficiéncia de Mn com aparéncia de um reticulo grosso nas folhas mais novas, muito parecido
com a deficiéncia de Fe (EPSTEIN; BLOOM, 2005; SORREANO, 2006).

Podemos também atribuir estes sintomas visualmente apresentados em consequéncia
dos insetos (tripes) que atacaram as plantas, ou até mesmo do defensivo agricola aplicado para

a eliminagéo e controle destes insetos (ver item 3.2).

Figura 6 — Clorose verificada nas folhas de alguns individuos de Erythrina speciosa

Contudo, estes efeitos foram diminuindo e em muitos vasos o amarelecimento

desapareceu ao longo do experimento.
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3.4 Amostragem

Aos trés meses (outubro de 2009) foram selecionados dois individuos por espécie
dentre os diferentes tratamentos e doses de N para andlise foliar isotopica (natural e
enriquecida) e do contetdo de nitrogénio. O mesmo procedimento repetiu-se aos cinco meses
(dezembro de 2009), no entanto, neste caso foram analisados quatro individuos por espécie.

O fim do experimento com o desbaste de todos os individuos teve inicio em janeiro de
2010 (seis meses) e termino em marco de 2010, nesta ultima coleta foram separadas as
diferentes partes das plantas (parte aérea e raizes) para a quantificacdo do peso da matéria
seca, analise isotopica, concentracbes de N, P e dos micronutrientes (Fe, Cu, Zn e Mn) no
material foliar. Para a determinacdo dos micronutrientes foram realizadas leituras de apenas
um individuo por espécie representado pelas diferentes doses de N e tratamentos testados
(Anexo C). Os nddulos encontrados nas raizes das leguminosas potencialmente fixadoras de
N foram separados para analise da atividade da reducdo do acetileno (ARA), além disso, em
alguns vasos as raizes mais finas foram separadas para a avaliacdo da porcentagem de
colonizagdo micorrizica. A coleta de solos nos vasos ocorreu em outubro de 2009 e ao final
do experimento (marco de 2010).

Durante todo o experimento foi realizado mensalmente medidas de altura e diametro

de todas as plantas (Anexos A e B).

3.5 Analises Quimicas e Isotopicas

Para a determinacdo da composicdo isotépica do N (8"°N e % atomo de N) e
concentracOes foliares de N, P e micronutrientes o material vegetal foi seco em estufa de
circulacdo de ar a 60°C por 48 horas. ApOs secas as amostras com pouca quantidade de
material foram trituradas a fino p6 com o auxilio de um almofariz e pistilo e um moinho tipo
Willey com malha 40 mesh em inox foi utilizado para as amostras em maiores quantidades.
Cerca de 10 g de solo coletadas por vaso foram secas a temperatura ambiente e destorroadas
em peneira com malha de 2 mm e passadas pelo quarteador de Jones, para a obtencéo de sub-
amostras homogeneizadas. Estas, apds a retirada de raizes foram finalmente moidas até que

todo o material passasse por uma peneira com malha de 0,250 mm e pesadas para analise.
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3.5.1 Determinac0es Isotopicas
a) Abundancia Natural do *N

Para determinagdo da abundancia natural de >N (5'°N) e do N total (g kg™) coletados
ao longo do experimento sem a aplicacéo do fertilizante enriquecido em >N (dose zero de N),
sub-amostras de 1 mg a 2 mg do material foliar, e de 35 mg a 40 mg dos solos foram
acondicionadas em céapsulas de estanho e introduzidas em um analisador elementar (Carlo
Erba modelo 1110; Mildo, Itdlia), para determinacdo da concentracdo de N total através da
combustdo das amostras. O gas proveniente da combustdo é carreado em um fluxo de hélio
por uma coluna cromatografica e introduzido diretamente em um espectrébmetro de massas
para razdes isotopicas (Delta Plus, ThermoQuest-Finnigan). O padrdo “folhas de cana-de-
acucar” e o “solo superficial” foram utilizados como material referéncia para o material foliar
e para as amostras de solo, respectivamente.

A abundancia natural ded >N é expressa como desvio por mil (%o) em relagdo a um
padréo internacionalmente reconhecido, por meio da equagéao (1):

8N = (Ramostra/Rpadrio -1) X 1 (1)

onde R é a razdo molar *>N/**N na amostra e no padrdo. O padréo para o nitrogénio é o ar
atmosférico. O erro analitico aceitavel é de + 0,1% e 0,5%o para Nbe >N respectivamente.
Estas andlises isotdpicas foram realizadas no Laboratério de Ecologia Isotépica do
CENA/USP.

A porcentagem de N derivado da atmosfera nas leguminosas é calculado segundo a

equacao (2) (VOSE et al., 1982):

N, ¢
NPPfIX _ 1_ leg fixadora
O™

— oW, 100 ()
N |

leg ndo fixadora ar

onde, NPPfix é o nitrogénio da planta proveniente da fixac4o (%) e 0 8°N do ar é zero.

Analisando-se os resultados de 8*°N foliar da coleta realizada aos trés meses ap6s a
semeadura, notou-se que houve uma contaminagao nos vasos que ndo receberam o fertilizante
sulfato de amonio enriquecido em *°N (dose zero de N) através da volatilizacdo do N dos
vasos com as diferentes doses de N (30 mg kg solo™, 60 mg kg solo™ e 120 mg kg solo™). A

fim de se evitar futuras contaminagdes, em dezembro de 2009, os vasos com dose zero de N
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foram separados e levados a um ambiente mais distante em relacdo aos vasos contendo
fertilizante marcado (Figuras 7 e 8).

Figura 7 — Visdo geral do experimento em estufa aos seis meses apds a semeadura no vaso
(vasos com aplicacéo do fertilizante sulfato de aménio enriquecido em *°N)

Figura 8 — Visdo geral do experimento em estufa aos seis meses apds a semeadura no vaso
(vasos sem aplicacéo do fertilizante sulfato de aménio enriquecido em °N)
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b) Marcacgo do solo com *N ou diluicdo do isétopo de >N

Para determinacdo da abundancia de >N (% em atomos) e do N total (g kg™) coletados
ao longo do experimento com a aplicagdo do fertilizante enriquecido em *°N em diferentes
doses, sub-amostras de 1 mg a 2 mg do material foliar e das raizes, e de 35 mg a 40 mg dos
solos foram acondicionadas em céapsulas de estanho e introduzidas em um analisador
elementar (NA 1500, Carlo Erba, Italia) para determinacdo da concentracdo de N total e em
um espectrémetro de massas para razdes isotopicas (Finnigam MAT). O padrdo “lAEA - 311
(sulfato de amonio da Agéncia Internacional de Energia Atdmica)” foi utilizado como
material referéncia para o material organico. A precisao analitica é de 0,001 % em atomos de
>N. Estas analises foram realizadas no Laboratorio de Is6topos Estaveis do CENA/USP.

A contribuicdo da fixacdo bioldgica do N nas espécies estudadas foi calculada
segundo Fried e Middleboe (1977) aplicando uma mesma dose de N e mesma marcagdo com
N as plantas fixadoras (leguminosas) e controle (leguminosa ndo-fixadora). Em
experimentos usando o método de Fried e Middleboe (1977) sugere-se que a forma amonio
(sulfato de aménio - (**NH4),S04) é preferida ao nitrato, porque a maioria do tracador é
prontamente incorporada ao ciclo do N no solo.

As avaliacdes obedeceram a seguinte sequéncia de célculos, baseadas nos estudos de
Fried e Middleboe (1977), Trivelin (2000) e Brito et al. (2009):

a) Quantidade de N total acumulada (QNT, g planta™), equaco (3):

RMS x N
NT = ———— 3
Q 1000 ()

em que RMS = rendimento da matéria seca (g planta™); e N = teor de N na planta (g kg™)

b) Porcentagem de N na planta proveniente do fertilizante (NPPF, %), equacéo (4):

% atomos de N emexcessona planta

%NPPF = — T — x
% atomos de N emexcessono fertilizante

100 4)

em que a % atomos de °N em excesso é definido como o percentual de &tomos de N na

amostra subtraindo-se a abundancia de >N (0,366% em atomos)

c) Porcentagem de N na planta proveniente da fixacdo simbidtica nas leguminosas fixadoras

de N, usando como o controle a leguminosa néo fixadora de N (NPPfix, %), equacéo (5):
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4 15
(% atomos de “Nem excesso)Ieg asora |10 )

NPPfix = |1-—— 5
(Yoatomos de N em eXCess0),eq o fisadora

Como houve uma grande variacdo nos valores de §°N e % em atomos de °N no
material foliar das leguminosas fixadoras e principalmente da espécie referéncia (leguminosa
ndo-fixadora) (Anexos E e F), optou-se por retirar dos célculos de %NPPfix os menores
valores de "N % e de atomos de "N da espécie referéncia (A. polyphylla).

Possiveis causas destes baixos valores podem ser devido a varios fatores. Dentre eles,
ao fato de a planta referéncia ter valores menores de % de atomos de °N e 8"°N que ao da
planta potencialmente fixadora de N,, como por exemplo, é necessario que a referéncia
explore um volume de solo semelhante ao da planta nodulada e que apresente uma absorcéo
de N do solo semelhante a planta fixadora, o que ndo deve ter ocorrido neste experimento,
pois 0 volume das raizes da espécie referéncia era menor em relacdo as fixadoras. Outro
detalhe observado foi a ocorréncia de “musgos” na superficie do solo dos vasos em alguns

individuos de todas as espécies, em decorréncia do tempo mais Umido, que poderia ser um
meio de fixacdo para a espécie referéncia (que comprovadamente ndo nodula), ou atraves da
fixacdo assimbidtica por microrganismos de vida livre no solo. De qualquer forma, nao
temos uma explicacdo concreta a fazer sobre o fato de encontrarmos valores de referéncia
menores que os valores para as plantas que estariam ou néo fixando N, da atmosfera. Talvez
a escolha de mais uma espécie referéncia poderia ter ajudado a minimizar estes possiveis

€rros.

d) Porcentagem de N na planta proveniente do solo (NPPS, %), equagéo (6):
% NPPS =100 - %NPPF - %NPPfix (6)

3.5.2 Determinacéo de Fdsforo e Micronutrientes

A determinacéo de P total no material foliar previamente preparado foi realizada ap6s
uma digestdo com 4acido nitrico e acido perclorico (proporcéo 5:1) (JOHNSON; ULRICH,
1959), utilizando 0,5 g de amostra e 6 mL da mistura dos acidos. Apds a digestdo, o digerido
foi diluido em 50 mL de agua deionizada. A concentracdo de P foi determinada por
espectrofotometria utilizando o reativo metavanadato de aménio combinado com molibdato
de amonio (JACKSON, 1964; LOTT et al., 1956). Os micronutrientes (Fe, Cu, Zn e Mn) no
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material foliar foram determinados por espectrofotometria de absorcdo atomica (Varian
Modelo AA 140), usando o0 mesmo extrato (de digestdo) segundo Miyazawa et al. (1999).

Estas analises foram realizadas no Laboratorio de Fertilidade do Solo (CENA/USP).

3.6 Atividade de Reducéo do Acetileno

Para confirmar a atividade do nédulo e determinar a ocorréncia ou ndo da fixacdo de N
mediou-se a atividade da nitrogenase através da atividade de reducdo de acetileno (ARA)
(HARDY et al., 1968). Apesar de ser um metodo indireto, é usado para determinagdo da
fixacdo de N, pois a enzima nitrogenase reduz outras substancias além do N, como é o caso
da reducdo do acetileno (C,H,) a etileno (C,H,), caracteristica de todos 0s organismos
fixadores de Nj.

A coleta de nddulos radiculares e atividade da enzima nitrogenase atraves da ARA se
deram ao final do experimento durante os meses de janeiro, fevereiro e margo de 2010. As
raizes noduladas das espécies fixadoras de N foram incubadas por uma hora em frascos de
200 mL selados onde foi adicionado acetileno na por¢éo de 10% do volume do frasco (Figura
9) (MCNABB; GEIST, 1979). Apo6s a incubagdo foi retirado 20 mL da amostra de gas de
cada frasco através de uma seringa e acondicionado em recipientes vedados. Posteriormente,
1 mL do conteudo gasoso destes recipientes foi retirado com uma seringa (modelo Gastight,
marca Hamilton) e injetado em um cromatografo a gas (Thermoffinigan, modelo Trace GC
2000) usando-se um detector de ionizacdo de chama onde foi realizada a leitura do etileno
formado pela reducéo do acetileno (HARDY et al., 1968). A presenca do etileno indica que 0s
nodulos estavam fixando nitrogénio e a taxa de reducdo de acetileno foi calculada em
micromoles (umoles) de C,H4 produzidos por grama de nddulo seco por hora de incubagdo. A
realizacdo da analise por cromatografia gasosa foi realizada no Laboratério de Pds-Colheita
do Departamento de Producéo Vegetal da ESALQ/USP.
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Figura 9 — Atividade da reducdo do acetileno. Coleta dos nddulos nos vasos (a); separa¢ao dos
nodulos (b); incubacdo (c) com gas acetileno (d) e (e)

3.7 Determinacéo de Micorrizas Arbusculares

As raizes finas coletadas dos vasos foram lavadas em agua corrente e preservadas em
alcool 70% até a analise. Cerca de 1 g destas raizes foram separadas e mergulhadas em
solugdo de KOH 10% durante 24 horas e aquecidas em banho-maria (90°C) por uma hora. Em
seguida foram imersas em solucdo de H,O, 20 volumes e finalmente coradas com tinta de
caneta preta durante 2 minutos em banho-maria e preservadas em uma solucdo de glicerol
(VIERHEILIG et al., 1998). Em cada lamina foram montados 10 fragmentos de raizes com

glicerol (Figura 10).
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Figura 10 — La&minas com as raizes para a contagem de colonizacdo micorrizica em
microscopio

Avaliacdo da taxa de colonizacdo micorrizica se deu a partir do método de Giovanethi
e Mosse (1980), usando um microscépio binocular com aumento de 100 vezes. Cada
fragmento de raiz foi observado em todo seu comprimento e registrados onde havia presenca
ou auséncia de qualquer estrutura da micorriza arbuscular (hifas, arbusculos, vesiculas,
esporos, células auxiliares, esporocarpos) como positivo (Figura 11). Estas analises foram
realizadas do Laboratério de Microbiologia do Solo no Departamento de Ciéncia do Solo
(ESALQ/USP).

1!

Figura 11- Estruturas da micorriza arbuscular presente nas raizes das leguminosas: a —
esporos; b — hifas; ¢ — vesiculas e hifas; d — raiz sem colonizacdo de fungos
micorrizicos arbusculares (aumento 10x). Foto: Denise de L. C. Mescolotti
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3.8 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) fatorial. As
varidveis que ndo apresentaram erros normais e variancias homogéneas entre os fatores foram
adequadamente transformadas para que os pressupostos da ANOVA fossem atendidos. O
teste Tukey foi posteriormente aplicado para explicar qualquer diferenca significativa
apresentada pela ANOVA entre e dentre os fatores analisados, i.e. entre as mesmas doses de
N nos trés diferentes tratamentos e as crescentes doses de N dentro de um mesmo tratamento,
para cada espécie. Este tipo de analise também permitiu avaliar possiveis diferencas entre a
especie referéncia e as leguminosas fixadoras de N,. Entretanto, para a porcentagem de
colonizacdo micorrizica foi analisado apenas variacBes dentro do tratamento Rizdbio +
FMAs, pois para os demais tratamentos ndo foram coletados repeti¢des suficiente para analise
comparativa.

As analises foram feitas usando o pacote estatistico STATISTICA versdo 9.0
(STATSOFT, Inc. 2010). Diferencas a 5% de probabilidade foram tidas como significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Composicao Isotopica e Concentracédo de N no Solo

A concentracdo de N no solo foi em média de 0,27 g kg™ e 0,34 g kg™ aos trés e oito
meses apos o plantio das espécies em casa de vegetacao, respectivamente, com variacdo de
0,2gkg*a0,4gkg™aos trés meses e 0,3 g kg™ a 0,4 g kg™* no tltimo més de experimento,
independentemente das doses de N e tratamentos aplicados.

A analise estatistica ndo foi realizada nos resultados de concentragdes de N do solo
citados acima e na % em &tomos de N e 8N devido ao baixo nimero de repeticdes nos

meses de coleta (Tabela 7).

Tabela 7 — Média da abundancia de >N (% em &tomos de *°N) e a abundancia natural de **N
(8"N) no solo, de acordo com as espécies e doses de N testadas aos trés e oito
meses apds plantio em casa de vegetacao

3 meses* 8 meses**
Espécies Doses Tratamentos  atomos de >N §°N atomos de ®N §°N
de N (%) (%o) (%) (%0)
A. 0 Controle 14,5 11,0
polyphylla 30 (Sem inoculagéo) 0,5 0,9
60 0,9 0,6
120 1,7 0,6
0 Rizébio 13,4 12,2
30 0,8 0,5
60 0,9 0,6
120 11 0,7
0 Riz6bio + FMAs 16,6
30 0,8
60 0,8 0,5
120 1,2 0,6
E. 0 Controle 15,2 16,2
contortisiliqguum 30 (Sem inoculagéo) 0,6
60 0,7 0,5
120 1,0 0,9
0 Riz6bio 13,8 10,9
30 0,7 0,5
60 0,6

continua
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continuacédo

3 meses* 8 meses**
Espécies Doses Tratamentos  &tomos de ®°N 8N atomos de ®N §°N
de N (%) (%o) (%) (%0)
E. 120 1,2 0,6
contortisiliqguum 0 Riz6bio + FMAs 12,8 10,4
30 0,7 0,4
60 0,8 0,5
120 0,7 0,7
E. 0 Controle 17,3 10,0
speciosa 30 (Sem inoculacéo) 0,6
60 0,7
120 0,8
0 Rizobio 29,9 13,6
30 0,6 3,0
60 0,6 0,6
120 0,9 0,7
0 Rizobio + FMAs 29,5 9,4
30 0,6
60 0,7
120 0,7
M. 0 Controle 13,6 10,1
caesalpiniifolia 30 (Sem inoculagéo) 0,8 0,4
60 0,9 0,6
120 11 0,7
0 Rizdébio 12,8 13,6
30 0,7 0,5
60 0,6 0,4
120 0,8 0,7
0 Rizébio + FMAs 14,9
30 0,8 0,6
60 0,7 0,6
120 0,9 0,8

*n=2;**n=1
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4.2 Caracteristicas Nutricionais das Espécies

Dos 192 individuos semeados inicialmente foram observadas algumas perdas ao longo
do experimento. De um total de 48 individuos de Acacia polyphylla (espécie referéncia), 46
individuos sobreviveram até o final do experimento. Em relacdo as leguminosas fixadoras de
nitrogénio ocorreu a perda de um individuo de Mimosa caesalpiniifolia e em cinco individuos
ndo houve a formacdo de nddulos, sendo elas: um individuo de Erythrina speciosa (dose 60
mg N kg solo™; tratamento: Rizbio + FMAs); dois individuos de Erythrina speciosa (dose
120 mg N kg solo™; tratamento: Sem inoculacdo), um individuo de Enterolobium
contortisiliquum (dose 30 mg N kg solo™; tratamento: Riz6bio) e um individuo de
Enterolobium contortisiliguum (sem aplicacdo de N; tratamento: Riz6bio).

As variaveis P total e razdo N:P no material foliar, massa seca das raizes (MSR),
quantidade de nitrogénio total nas plantas (QNT), foram transformadas por ndo apresentarem

normalidade ou homogeneidade de variancias.
4.2.1 Acacia polyphylla (espécie referéncia)

A concentracdo de N foliar variou de 24,1 g kg™ a 44,7 g kg™* e as mesmas doses de N
comparadas entre os trés diferentes tratamentos ndo variaram, assim como também néo
variaram entre as diferentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 8).

J4 a concentracdo de P foliar variou de 0,8 g kg™ a 1,6 g kg™ e também néo houve
diferenca significativa comparando as mesmas doses de N entre os trés diferentes tratamentos,
e as diferentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 8).

Em relacdo a razéo foliar N:P seus valores médios indicaram uma limitagdo por N
(N:P>16) em todas as doses de N nos trés tratamentos testados (Tabela 8) e diferencas
significativas ndao foram encontradas comparando as mesmas doses de N entre os trés
diferentes tratamentos e as doses crescentes de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05)
(Tabela 8).
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Tabela 8 — Média foliar (média + 1 desvio padrdo) das concentracGes de nitrogénio (N total),
fésforo (P total) e razdo N:P aos seis meses apds o plantio em casa de vegetacédo
nos individuos de A. polyphylla (n=4)

Tratamentos Doses de N N P InP N:P In N:P
(mgkgsolo™) (gkg™)  (gkg™)

Controle 0 30,2494 13+0,1 0,3 21,7+6,0 3,0%

(Sem inoculagéo) 30 24,7¢125*% 0,801 -02*  19,9+06  3,0*

60 40,1+2,6** 16104 04*  27,2+100 33*

120 35,8+7,3* 1,3%0,1 0,2  28,3%59 3,3%

Rizébio 0 26,7+9,8%* 1,0+04 -0,03 33,2+247 33*

30* 37,2+1,8%  1,1+02 0,1  34,7+4,4 3,5

60 40,0+8,9** 14+04  0,3*  27,3t7,9 3,3

120 44,7+¢82%" 12401 02* 36,1458 36*

Rizébio +FMAs 0* 24,1+72%4 14402 0,3*  18,2+7,1 2,84

30 32,1+175* 1,0+0,3 -01*  31,2+8,9 3,4%

60 34,3+16,7% 13+05 02*  24,6+38 3,2

120 35,9+11,0% 12401 01*  30,7+7,0 3,4

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maidsculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

*n=3

A massa seca da parte aérea (MSPA) e a massa seca das raizes (MSR) dos individuos
de A. polyphylla ndo variou quando se compara doses iguais de N nos trés diferentes
tratamentos e as crescentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 9).

Em todos os tratamentos, as plantas que receberam a maior dose de N (120 mg N kg
solo™) tiveram uma maior massa seca na parte aérea e nas raizes, contudo esta diferenca ndo

foi estatisticamente significativa (Tabela 9).



46

Tabela 9 — Valores médios da massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes
(MSR) inoculadas com rizobio, rizébio e fungos micorrizicos arbusculares
(FMAS) e o controle (sem inoculagdo) aos seis meses apds o plantio em casa de
vegetacdo nos individuos de A. polyphylla (n=4)

Tratamentos Doses de N (mg kg solo™) MSPA(g) MSR(g) InMSR

Controle 0 1,84 1,4 0,1
(Sem inoculagéo) 30 6,6 3,6 1,08
60 9,2 1,6 04%

120 27,0% 4,0 1,3%

Rizébio 0 2,3 2,1 04%
30* 32 1,6 0,4

60 8,1 1,7 0,3%

120 15,0 2,5 0,7%

Rizébio +FMAs 0* 2,8 2,3 0,6
30 8,1 3,3 0,8%

60 12,24 3,1 0,6

120 28,3 4,6 1,5

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiusculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

*n=3

A guantidade de N total acumulada nos individuos de A. polyphylla aos seis meses
apo6s o plantio ndo variou quando comparada as mesmas doses de N aplicadas nos trés
diferentes tratamentos (p > 0,05), porém houve diferenca entre as crescentes doses de N

dentro de um mesmo tratamento (p < 0,05) (Tabela 10).
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Tabela 10 — Valores meédios da quantidade de nitrogénio total acumulada na planta (QNT, g
planta™) nos tratamentos controle (sem inoculagdo), rizébio, rizébio e fungos
micorrizicos arbusculares nas diferentes doses de N apds seis meses do plantio
em casa de vegetacdo nos individuos de A.polyphylla (n=4)

Tratamentos  Doses de N (mg kg solo™) ONT (g planta™) QNT transformado

Controle 0 0,05 0,4
(Sem inoculagéo) 30 0,1 0,5 A
60 0,4 0,8 ™A

120 0,9 1,004

Rizébio 0 0,05 0,4

30* 0,1 0,6 %A

60 0,3 0,7 %A

120 0,6 0,84

Riz6bio + FMAs 0* 0,1 05
30 0,2 0,6 *

60 0,3 0,7 %A

120 0,9 1,04

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiusculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

*n=3

Nos tratamentos com rizébio e controle houveram perdas e/ou amostras de raizes
insuficientes desta espécie para a contagem de colonizacdo, por isso ndo ha como ter uma
estimativa precisa da colonizagdo radicular para se comparar com o tratamento duplamente
inoculado, mas ha indicios de que havia presenca de fungos nativos do solo nos vasos que
compunham os tratamentos sem inoculagdo com fungos (Tabela 11).

Em todos os individuos analisados a colonizacdo micorrizica variou de 0% a 15%.
Contudo, devido ao nimero reduzido de repeti¢cbes para os tratamentos sem aplicagdo das
espécies de fungos (controle e rizébio), o teste estatistico foi realizado apenas no tratamento
duplamente inoculado, ndo sendo encontrada variacdo entre as doses de N dentro deste

mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 11).
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Tabela 11 — Colonizagédo micorrizica (%) (média = 1 desvio padréo) nas raizes dos individuos
de A. polyphylla sob diferentes tratamentos e doses de N aos seis meses apds
plantio em casa de vegetacdo (n = 4: tratamento Rizobio + FMAs; n = 2:
tratamento Controle e n = 1: tratamento Rizdbio)

Tratamentos Doses de N Colonizacdo micorrizica
(mg kg solo™) (%)
Controle 0 7
(Sem inoculacéo) 30 5
60 k%
120 4
Rizdébio 0 - **
30 0
60 _kx
120 3
Rizobio + FMAs 0* 54
30 158
60 5a
120 42

Médias seguidas de letras iguais na coluna no tratamento Rizébio + FMAs, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.
*n = 3; **Amostras perdidas e/ou raizes insuficientes para contagem de colonizagéo.

Os individuos de A. polyphylla acessaram aos trés meses de idade duas fontes de
nitrogénio para seu crescimento, aquele proveniente do fertilizante (NPPF) e aquele
proveniente do solo (NPPS) (Tabela 12).

Aos cinco meses apds o plantio em casa de vegetacdo, a %NPPF foi maior que a
%NPPS (Tabela 12). Ja no ultimo més do experimento a %NPPS foi maior que a %NPPF.
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Tabela 12 — VValores médios do nitrogénio na planta proveniente do fertilizante (%NPPF) e do
solo (%NPPS) aos trés, cinco e seis meses apds plantio em casa de vegetacdo nos
individuos de A. polyphylla

Tratamentos Doses de N 3 meses 5meses 6 meses 3 meses 5 meses 6 meses
(mg kg solo™) %NPPF %NPPS

Controle 0 - - - 100 100 100
(Sem inoculacéo) 30 31 45 43 69 55 57
60 56 65 32 44 35 68

120 46 76 45 54 24 55

Rizbbio 0 - - - 100 100 100

30 26 43 30 74 57 70

60 58 62 36 42 38 64

120 50 67 28 50 33 72

Rizébio +FMAs 0 - - - 100 100 100
30 40 50 50 60 50 50

60 61 66 62 39 34 38

120 57 73 49 43 27 51

4.2.2 Enterolobium contortisiliguum

A concentracdo de N foliar variou de 21,1 g kg™ a 43,0 g kg™ e as mesmas doses de N
comparadas entre os trés diferentes tratamentos nao variaram, assim como também néo
variaram entre as diferentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela
13).

J4 a concentragdo de P foliar variou de 1,5 g kg a 3,2 g kg™ e também néo houve
diferenca significativa comparando as mesmas doses de N entre os trés diferentes tratamentos,
e as diferentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 13).

Em relacdo a razéo foliar N:P seus valores médios indicaram maior limitagdo de P
(N:P<16) nas doses 30 mg N kg solo™ e 120 mg N kg solo™ do tratamento controle e Rizébio
+ FMAs e nas doses 30 mg N kg solo™, 60 mg N kg solo™ e 120 mg N kg solo™ do tratamento
com rizébio. No tratamento duplamente inoculado (Rizébio + FMAS) as crescentes doses de
N mostraram diferenca entre a dose 30 mg N kg solo™em relacdo & dose 60 mg N kg solo™ (p
= 0,02). Mas, ndo houve variagdo comparando doses iguais de N entre os diferentes
tratamentos (p > 0,05) (Tabela 13).
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Tabela 13 — Média foliar (média + 1 desvio padrdo) das concentracdes de nitrogénio (N total),
fésforo (P total) e razdo N:P aos seis meses apds o plantio em casa de vegetagédo
nos individuos de E. contortisiliquum (n=4)

Tratamentos Doses de N N total P total InP N:P In N:P
(mgkgsolo®)  (gkg®)  (gkg™)

Controle 0 29,7495 21406 07*  156+7,4 2,6

(Sem inoculagéo) 30 32,5¢10,3* 3,0+0,2 1,1* 10,8+27 2,3*

60 32,8485 24405 09* 14,1450 2,6

120 27,2479 28+14 09* 10,7426 2,34

Rizébio 0 31,3+85* 19+05 0,6*  17,9+7,9 2,84

30 32,2+13,3** 26406 09*  13,9+94 25%

60 21,1446 20409 0,6* 12,1450 2,44

120 28,2436 25+0,7 09*  10,2+1,3 2,34

Riz6bio + FMAs 0 36,7+4,3%" 19+0,3 0,6* 19,7+19  3,0%A

30 2424130 32+11 11*  8,746,9 2,04

60 43,0+3,0* 15+05 04%* 32,1+157 34"

120 21,542,3%" 27+#10 09* 10,0466 2,2%A

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiusculas iguais ndo diferem entre si numa

mesma dose.

A massa seca da parte aérea (MSPA) e a massa seca das raizes (MSR) dos individuos

de E. contortisiliquum ndo variou quando se compara doses iguais de N nos trés diferentes

tratamentos e as crescentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela

14).

Em todos os tratamentos, as plantas que receberam a maior dose de N (120 mg N kg

solo™) tiveram uma maior massa seca na parte aérea e nas raizes, contudo esta diferenca ndo

foi estatisticamente significativa (Tabela 14)
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Tabela 14 — Valores médios da massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes
(MSR) inoculadas com rizobio, rizébio e fungos micorrizicos arbusculares
(FMASs) e o controle (sem inoculacdo) aos seis meses apds o plantio em casa de
vegetacdo nos individuos de E. contortisiliquum (n=4)

Tratamentos  Doses de N (mg kg solo™) MSPA (9) MSR (g) In MSR

Controle 0 10,3 5,3 1,5
(Sem inoculagéo) 30 8,2 53 1,6%
60 15,1 12,1 2,5

120 26,2 A 16,1 2,8%

Rizébio 0 14,2 A 7.3 1,64

30 13,6 5,4 1,44

60 18,7 75 1,74

120 21,74 13,1 2,6

Riz6bio + FMAs 0 26,94 10,3 2,24
30 8,5 42 1,434

60 30,3 13,5 2,6

120 31,9 20,1 3,0

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiusculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

A quantidade de N total acumulada nos individuos de E. contortisiliguum aos seis
meses apods o plantio ndo variou quando comparadas as mesmas doses de N aplicadas nos trés
diferentes tratamentos (p > 0,05). Porém quando comparadas as crescentes doses de N dentro
de um mesmo tratamento, a dose 60 mg N kg solo™ do tratamento Rizébio + FMAs foi maior

em relagdo a dose 30 mg N kg solo™ (p < 0,05) (Tabela 15).
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Tabela 15 — Valores meédios da quantidade de nitrogénio total acumulada na planta (QNT, g
planta™) nos tratamentos controle (sem inoculagdo), rizébio, rizébio e fungos
micorrizicos arbusculares nas diferentes doses de N apds seis meses do plantio
em casa de vegetacdo nos individuos de E. contortisiliguum (n=4)

Tratamentos  Doses de N (mg kg solo™) QNT (g planta™) QNT transformado

Controle 0 0,3 0,7%4
(Sem inoculagéo) 30 0,2 0,7
60 0,5 0,8

120 0,6 0,9%

Rizébio 0 0,6 0,9

30 0,5 0,8

60 0,4 0,8%

120 0,6 0,9

Riz6bio + FMAs 0 0,8 0,8 %A
30 0,2 0,6 *

60 1,3 1,104

120 0,7 0,9 %A

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiusculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

No tratamento controle e no inoculado apenas com rizébio foram observadas a
presenca de colonizagdo micorrizica, sugerindo a presenca de fungos nativos do solo nos
vasos que compunham os tratamentos os quais ndo foram aplicadas as espécies de fungos
(Tabela 16). Em todos os individuos analisados a colonizacdo micorrizica variou de 0% a
23%, mas devido ao numero reduzido de repeti¢cbes para os tratamentos sem aplicacdo das
espécies de fungos (controle e rizébio), o teste estatistico foi realizado apenas no tratamento
duplamente inoculado, ndo sendo encontrada variacdo entre as doses de N dentro deste
mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 16).

A nodulacdo por bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico nos individuos de E.
contortisiliqguum foi encontrada em todos os tratamentos (Tabela 16). Possivelmente devido a
ndo esterilizagdo do solo, bactérias nativas colonizaram as raizes destes individuos.
Provavelmente, este fato deve ter contribuido para que ndo houvessem diferencas
significativas quando comparadas doses iguais de N entre os diferentes tratamentos e as

crescentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05).
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Tabela 16 — Colonizacdo micorrizica (%) e massa da materia seca de nodulos (MMSNod)
(média + 1 desvio padrdo) nas raizes dos individuos de E. contortisiliguum sob
diferentes tratamentos e doses de N aos seis meses ap6s plantio em casa de
vegetacdo (n = 4: tratamento Rizébio + FMAs e n = 2: tratamentos Rizo6bio e

Controle)
Tratamentos Doses de N MMSNod Colonizagéo micorrizica
(mg kg solo™) (g planta™) (%)
Controle 0 0,5+0,4% 1*
(Sem inoculacéo) 30 0,240,2* 23
60 0,9+0,5* 7
120 0,5+0,2% 8 *
Rizébio 0 1,2+41,0% 0,5*
30 0,9+1,1% 6
60 0,3+0,3* 8
120 0,4+0,3% 7
Rizdbio + FMASs 0 1,3+0,8* 9°
30 0,1+0,3% 172
60 1,3+0,4% 0,32
120 0,7+1,0 7°

MMSNod: Médias seguidas de letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maidsculas iguais ndo diferem entre
si numa mesma dose.

Colonizacdo Micorrizica: Médias seguidas de letras iguais na coluna no tratamento Rizdbio + FMAs,
néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%; *n=1

A %NPPfix nos individuos de E. contortisiliquum foi extremamente variavel ao longo
do experimento. A %NPPF e a %NPPS foram constantemente maiores que a %NPPfix aos
trés e cinco meses apds o plantio (Tabela 17).

No altimo més do experimento (aos seis meses), os individuos de E. contortisiliquum
obteve mais de 70% de NPPfix nos vasos que nao receberam o fertilizante nitrogenado (dose
zero) dos tratamentos testados. Destaca-se também a dose 60 mg N kg solo™ no tratamento
duplamente inoculado, com valores médios de NPPfix acima de 80%, enquanto que aqueles
que receberam a maior dose (120 mg N kg solo™), tiveram a %NPPF e a %NPPS maiores em
relacdo a %NPPfix (Tabela 17).
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Tabela 17 — Valores médios do nitrogénio na planta proveniente da fixacdo bioldgica
(%NPPfix), do fertilizante (%NPPF) e do solo (%NPPS) aos trés, cinco e seis
meses apdés o plantio em casa de vegetacdo nos individuos de E.
contortisiliquum

Tratamentos Doses de N 3 5 6 3 5 6 3 5 6
(mg kg solo™) (Meses)
%NPPfix %NPPF %NPPS
Controle 0 0O* 48 71 -** - 0 100 52 29
(Sem inoculacgéo) 30 6 0 44 32 52 24 62 48 32
60 26 0 45 41 70 24 33 29 31
120 3 2 10 48 80 50 50 19 41
Rizbbio 0 0 22 80 - - 0 100 81 20
30 0 4 30 39 48 25 61 48 44
60 12 0 1 51 69 54 37 31 45
120 2 0 0 54 84 45 44 16 55
Rizdbio + FMAs 0 0 14 84 - - 0 100 86 15
30 11 1 26 35 54 37 54 45 37
60 24 0 86 47 70 9 29 30 5
120 8 0 0 53 8 59 39 17 41

*N&o houve fixagdo bioldgica de nitrogénio
**Apenas duas fontes de N para a Dose 0: N proveniente do solo e do ar.

4.2.3 Erythrina speciosa

A concentracdo de N foliar variou de 18,9 g kg™ a 32,9 g kg™ e as mesmas doses de N
comparadas entre os trés diferentes tratamentos ndo variaram, assim como também nao
variaram entre as diferentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela
18).

J4 a concentracdo de P foliar variou de 2,5 g kg a 6,4 g kg™ e também ndo houve
diferenca significativa comparando as mesmas doses de N entre os trés diferentes tratamentos,
e as diferentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 18).

Em relacdo a razdo foliar N:P seus valores médios indicaram uma limitacdo por P
(N:P<16) em todas as doses de N nos trés tratamentos testados, com excecao da dose zero de
N no tratamento de Rizobio + FMAs (Tabela 18) e diferencas significativas ndo foram
encontradas comparando as mesmas doses de N entre os trés diferentes tratamentos e as doses

crescentes de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 8).
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Tabela 18 — Média foliar (média + 1 desvio padrdo) das concentracdes de nitrogénio (N total),
fésforo (P total) e razdo N:P aos seis meses apds o plantio em casa de vegetacao
nos individuos de E. speciosa (n=4)

Tratamentos Doses de N N P InP N:P In N:P
(mgkgsolo™) (gkg™)  (gkg™)

Controle 0 27,0+1,9% 32+12 1,1* 9,3+2,9 2,24

(Sem inoculagéo) 30 18,9+25* 51+23 15 4,7+33 1,4

60 24,243 4% 50+32 14 7,0+4,8 1,74

120 22,9+53%  64+32 18* 4,1+1,8 1,3

Rizébio 0 30,6+4,2%4 27+12 09* 12,5+4,3 2,5

30 19,1+42% 51+33 14* 6,145,7 15

60 26,749,0%* 45+23 14* 7,9+6,5 1,84

120 19,5¢3,1* 25+05 0,9* 8,0+0,6 2,14

Rizébio + FMAs 0 32,9+9,0** 34+26 1,0  148+110 24*

30 235+4,0%  47+26 14 6,6+4,4 1,74

60 26,2459 33+14 11* 10,3+7,9 2,14

120 2254274 39+19 12* 6,9+2,9 1,904

Médias seguidas de letras minasculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maidsculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

A massa seca da parte aérea (MSPA) e a massa seca das raizes (MSR) dos individuos
de E. speciosa ndo variou quando se compara doses iguais de N nos trés diferentes
tratamentos e as crescentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela
19).

Em todos os tratamentos, as plantas que receberam a maior dose de N (120 mg kg
solo™) tiveram uma maior massa seca na parte aérea e nas raizes, contudo esta diferenca ndo

foi estatisticamente significativa (Tabela 19).
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Tabela 19 — Valores médios da massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes
(MSR) inoculadas com rizobio, rizébio e fungos micorrizicos arbusculares
(FMAS) e o controle (sem inoculagdo) aos seis meses apds o plantio em casa de
vegetacdo nos individuos de E. speciosa (n=4)

Tratamentos Doses de N (mg kg solo’) MSPA(g) MSR(g) InMSR

Controle 0 13,24 7.1 1,9
(Sem inoculagéo) 30 16,2 9,7 2,24
60 19,9 14,0 2,64

120 30,1 17,0 2,84

Rizébio 0 17,5 8,7 2,04

30 17,8 10,7 2,3%

60 25,64 14,4 2,74

120 34,6 20,5 3,04

Rizébio + FMAs 0 23,3 11,9 2,24
30 17,5 9,1 2,14

60 25,44 14,7 2,64

120 37,3 15,0 2,6

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiudsculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

A quantidade de N total acumulada nos individuos de E. speciosa aos seis meses ap0s
o plantio ndo variou quando comparada as mesmas doses de N aplicadas nos trés diferentes
tratamentos (p > 0,05), assim como as crescentes doses de N comparadas dentro de um

mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 20).
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Tabela 20 — Valores medios da quantidade de nitrogénio total acumulada na planta (QNT, g
planta™) nos tratamentos controle (sem inoculagdo), rizébio, rizébio e fungos
micorrizicos arbusculares nas diferentes doses de N apds seis meses do plantio
em casa de vegetacdo nos individuos de E. speciosa (n=4)

Tratamentos  Doses de N (mg kg solo™) QNT (g planta™) QNT transformado

Controle 0 0,4 0,7
(Sem inoculagéo) 30 0,3 0,7
60 0,5 0,8

120 0,7 0,9%

Rizébio 0 0,5 0,8

30 0,4 0,7

60 0,7 0,9%

120 0,7 0,9

Riz6bio + FMAs 0 0,9 0,7
30 0,4 0,8%

60 0,7 0,9

120 0,8 0,9

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiusculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

Mesmo sem a aplicacdo dos fungos micorrizicos arbusculares, o tratamento néo
inoculado e com inoculacdo somente com rizobio apresentaram em média 27% e 25% de
colonizagdo em suas raizes respectivamente, indicando a presenga de fungos nativos do solo
nesses vasos (Tabela 21). Em todos os individuos analisados a coloniza¢do micorrizica variou
de 14% a 45%, mas devido ao numero reduzido de repeticOes para 0s tratamentos sem
aplicacdo das espécies de fungos (controle e rizdbio), o teste estatistico foi realizado apenas
no tratamento duplamente inoculado, ndo sendo encontrada variagcdo entre as doses de N
dentro deste mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 21).

A nodulacdo por bactérias fixadoras de nitrogénio atmosfeérico nos individuos de E.
speciosa foi encontrada em todos os tratamentos (Tabela 21). Possivelmente devido a nédo
esterilizacdo do solo, bactérias nativas colonizaram as raizes destes individuos.
Provavelmente, este fato deve ter contribuido para que ndo houvessem diferencas
significativas quando comparadas doses iguais de N entre os diferentes tratamentos e as

crescentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05).
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Tabela 21 — Colonizacdo micorrizica (%) e massa da materia seca de nodulos (MMSNod)
(média + 1 desvio padrdo) nas raizes dos individuos de E. speciosa sob
diferentes tratamentos e doses de N aos seis meses ap6s plantio em casa de
vegetacdo (n = 4: tratamento Rizébio + FMAs e n = 2: tratamentos Rizo6bio e

Controle)
Tratamentos Doses de N MMSNod Colonizagdo micorrizica

(mg kg solo™) (g planta™) (%)

Controle 0 0,6+0,4 45
(Sem inoculagéo) 30 0,30,2%4 14 *
60 0,3+0,3* 31*

120 0,4+0,3% 19

Rizébio 0 1,1+0,5% 29
30 0,2+0,3% 16 *

60 0,4+0,4 %A 30

120 0,4+0,1% 23

Rizobio + FMAs 0 1,1+1,2%4 262
30 0,3+0,5% 412

60 0,7+0,5* 272

120 0,2+0,2 %A 442

MMSNod: Meédias seguidas de letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiusculas iguais ndo diferem entre
si numa mesma dose.

Colonizacdo Micorrizica: Médias seguidas de letras iguais na coluna no tratamento Rizébio + FMAs,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%; *n =1

A %NPPfix nos individuos de E. speciosa foi extremamente variavel ao longo do
experimento. Aos trés meses ap6s 0 plantio em casa de vegetacdo a %NPPF e a %NPPS
foram maiores que a %NPPfix (Tabela 22).

A partir da segunda coleta (aos cinco meses) houve um aumento na %NPPfix, mas
ainda os valores de %NPPF e %NPPS foram maiores (Tabela 22).

ApoGs seis meses do plantio, a %NPPfix foi maior que a %NPPF e %NPPS nos
individuos de E. speciosa na dose zero de N nos tratamentos controle e rizobio. Ja para a
maior dose de N (120 mg kg solo™) a %NPPF foi maior que a encontrada para a %NPPS e da
%NPPfix (Tabela 22).
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Tabela 22 — Valores médios do nitrogénio na planta proveniente da fixacdo bioldgica
(%NPPfix), do fertilizante (%NPPF) e do solo (%NPPS) aos trés, cinco e seis
meses apos plantio em casa de vegetacao nos individuos de E. speciosa

Tratamentos Doses de N 3 5 6 3 5 6 3 5 6
(mg kg solo™) (Meses)
%NPPfix %NPPF %NPPS
Controle 0 22 51 72 -** - 0 78 49 28
(Sem inoculacéo) 30 0* 0 25 58 55 32 42 45 43
60 0 19 21 63 52 36 37 29 43
120 0 0 1 60 8 60 40 15 39
Rizdbbio 0 0 3 68 - - 0 100 65 32
30 0 0 17 55 57 36 45 43 46
60 0 0 26 66 69 38 34 31 37
120 4 38 0 62 41 63 34 21 37
Riz6bio + FMAs 0 0 33 49 - - 0 100 67 51
30 0O 0O 52 56 58 24 44 42 24
60 0 1 52 72 70 30 28 29 18
120 3 28 2 63 58 59 34 14 39

*Na&o houve fixacdo bioldgica de nitrogénio
**Apenas duas fontes de N para a Dose 0: N proveniente do solo e do ar.

4.2.4 Mimosa caesalpiniifolia

A concentracdo de N foliar variou de 11,3 g kg™ a 21,4 g kg™ e as mesmas doses de N
comparadas entre os trés diferentes tratamentos nao variaram, assim como também néo
variaram entre as diferentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela
23).

J4 a concentragdo de P foliar variou de 0,9 g kg™ a 3,0 g kg™ e também néo houve
diferenca significativa comparando as mesmas doses de N entre os trés diferentes tratamentos,
e as diferentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 23).

Em relacdo a razéo foliar N:P seus valores médios indicaram 50% de limitacéo por P
(N:P<16) nas doses zero, 30 mg N kg solo™ e 120 mg N kg solo™ dos tratamentos rizébio e
Riz6bio + FMAs, 25% de limitagdo por N (N:P>16) nas doses 30 mg N kg solo™ e 120 mg N
kg solo™ do tratamento controle e na dose 60 mg N kg solo™ do tratamento Rizébio + FMAs,
e 25% de co-limitacdo entre N e P (14<N:P<16) nas doses zero do tratamento controle e na
dose 60 mg N kg solo™ do tratamento controle e rizobio (Tabela 23). Diferencas significativas

ndo foram encontradas quando se compara as mesmas doses de N entre os trés diferentes
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tratamentos e as doses crescentes de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela
23).

Tabela 23 — Média foliar (média *+ 1 desvio padrdo) das concentra¢des de nitrogénio (N total),
fésforo (P total) e razdo N:P aos seis meses apds o plantio em casa de vegetacao
nos individuos de M. caesalpiniifolia (n=4)

Tratamentos Doses de N N P InP N:P In N:P
(mgkgsolo™)  (gkgh)  (gkg?)

Controle 0 18,4+58% 13+0,3 02* 151466 2,6

(Sem inoculag&o) 30 21,4¢116* 12+04 0,1* 17,6+48 28

60 16,4456 12402 0,1 142+43 26

120 18,5+¢57* 1,1+0,4 0,1* 16,9438 2,8%

Riz6bio 0 17,143,1% 15402 04%* 114426 244

30 13,5+¢4,3* 1,0+0,2 0,0* 13,0£36 25

60* 14,3+1, 7%  1,0+0,1 -01* 14,9+03 2,7

120 17,374  13+0,4 03* 134433 26

Riz6bio + FMAs 0 16,5+4,1* 30+2,6 0,9 86154 1,9

30 12,0+3,8% 15405 04* 82+31 21%

60 18,3+3,7** 12+05 0,1 16,9+36 2,8

120 11,3+1,7*%  0,9+0,0 -0,1* 125+21 25%

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiusculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

*n=3

A massa seca da parte aérea (MSPA) dos individuos de M. caesalpiniifolia ndo variou
guando se compara doses iguais de N nos trés diferentes tratamentos, porém houve um
incremento da MSPA com aumento das doses de N, no entanto, este incremento foi variavel
entre as doses crescentes de N no tratamento duplamente inoculado (Rizobio + FMAS) (p <
0,05) (Tabela 24), havendo diferenca da dose 120 mg N kg solo™ com a dose zero e 30 mg N
kg solo™® (p < 0,05), enquanto a dose 60 mg N kg solo™ foi significativamente maior em
relacdo a dose zero desse mesmo tratamento (p = 0,001) (Tabela 24).

O mesmo ndo foi observado para a massa seca das raizes (MSR), ndo havendo
diferenca significativa quando se compara doses iguais de N nos trés diferentes tratamentos e
as crescentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (Tabela 24).

Em todos os tratamentos, as plantas que receberam a maior dose de N (120 mg kg
solo™) tiveram uma maior massa seca na parte aérea e nas raizes, contudo esta diferenca ndo

foi estatisticamente significativa (Tabela 24).
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Tabela 24 — Valores médios da massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes
(MSR) inoculadas com rizobio, rizébio e fungos micorrizicos arbusculares
(FMASs) e o controle (sem inoculacdo) aos seis meses apds o plantio em casa de
vegetacdo nos individuos de M. caesalpiniifolia (n=4)

Tratamentos Doses de N (mg kgsolo’) MSPA(g) MSR(g) InMSR

Controle 0 8,1 4,3 1,3
(Sem inoculagéo) 30 23,99 9,2 1,7%4
60 29,3 9,1 2,04

120 43,84 13,6 2,6

Riz6bio 0 6,0 3,2 1,14

30 16,84 5,1 1,6

60 22,34 7,7 1,9

120 39,44 10,6 2,2

Riz6ébio +FMAs 0 6,6 %A 3,8 1,14
30 18,134 5,7 1,74

60 39,5 P¢A 7.9 1,98

120 57,74 16,0 2,74

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiudsculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

A quantidade de N total acumulada nos individuos de M. caesalpiniifolia aos seis
meses ap6s o plantio ndo variou quando comparada as mesmas doses de N aplicadas nos trés
diferentes tratamentos (p > 0,05), assim como as crescentes doses de N comparadas dentro de

um mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 25).
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Tabela 25 — Valores médios da quantidade de nitrogénio total acumulada na planta (QNT, g
planta™) nos tratamentos controle (sem inoculagdo), rizébio, rizébio e fungos
micorrizicos arbusculares nas diferentes doses de N apds seis meses do plantio
em casa de vegetacdo nos individuos de M. caesalpiniifolia (n=4)

Tratamentos  Doses de N (mg kg solo™) QNT (g planta™) QNT transformado

Controle 0 0,2 0,6 *
(Sem inoculagéo) 30 0,4 0,7
60 0,4 0,8

120 0,8 0,9%

Rizébio 0 0,1 0,5

30 0,2 0,7

60* 0,3 0,7

120 0,7 0,9

Riz6bio + FMAs 0 0,1 05
30 0,2 0,7

60 0,7 0,9

120 0,6 0,9

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maiusculas iguais ndo diferem entre si numa
mesma dose.

*n=3

No tratamento controle e no inoculado apenas com rizébio foram observadas a
presenca de colonizacdo micorrizica, sugerindo a presenca de fungos nativos do solo nos
vasos que compunham os tratamentos os quais ndo foram aplicadas as espécies de fungos
(Tabela 26). Em todos os individuos analisados a colonizacdo micorrizica variou de 1% a
26%, mas devido ao numero reduzido de repeticGes para os tratamentos sem aplicacdo das
espécies de fungos (controle e rizébio), o teste estatistico foi realizado apenas no tratamento
duplamente inoculado, ndo sendo encontrada variacdo entre as doses de N dentro deste
mesmo tratamento (p > 0,05) (Tabela 26).

A nodulacdo por bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico nos individuos de M.
caesalpiniifolia foi encontrada em todos os tratamentos (Tabela 26). Possivelmente devido a
ndo esterilizacdo do solo, bactérias nativas colonizaram as raizes destes individuos.
Provavelmente, este fato deve ter contribuido para que ndo houvessem diferencas
significativas quando comparadas doses iguais de N entre os diferentes tratamentos e as
crescentes doses de N dentro de um mesmo tratamento (p > 0,05).
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Tabela 26 — Colonizacdo micorrizica (%) e massa da materia seca de nodulos (MMSNod)
(média £ 1 desvio padrdo) nas raizes dos individuos de M. caesalpiniifolia sob
diferentes tratamentos e doses de N aos seis meses ap6s plantio em casa de
vegetacdo (n = 4: tratamento Riz6bio + FMAs e n = 2: tratamentos Rizo6bio e

Controle)
Tratamentos Doses de N MMSNod Colonizagéo micorrizica

(mg kg solo®) (g planta™) (%)

Controle 0 1,040,7% 1
(Sem inoculagéo) 30 1,5+1,4% g **

60 1,3+1,1% 6

120 1,240,6 26

Rizébio 0 0,8+0,6 2
30 0,70,4%* 5

60* 0,740,2% 2

120 0,7£0,5% 8

Riz6bio + FMAs 0 0,6+0,3* 78
30 0,5+0,5* 32

60 2,0+1,2%4 52

120 1,3+0,7* 4°

MMSNod: Meédias seguidas de letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% dentro do mesmo tratamento e aquelas seguidas por maidsculas iguais ndo diferem entre
si numa mesma dose.

Colonizacdo Micorrizica: Médias seguidas de letras iguais na coluna no tratamento Rizébio + FMAsS,
nado diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

*n=3;**n=1

A %NPPfix nos individuos de M. caesalpiniifolia foi extremamente variavel ao longo
do experimento. Aos trés e cinco meses apods o plantio em casa de vegetacdo a %NPPF e a
%NPPS foram maiores que os valores obtidos para a %NPPfix (Tabela 27).

No sexto més, a %NPPS foi em média maior que a % NPPfix nos individuos de M.
caesalpiniifolia que ndo receberam o fertilizante nitrogenado nos tratamentos com rizoébio e
Rizobio + FMAs (Tabela 27). A %NPPfix foi maior em relagdo a %NPPF e %NPPS apenas
para 0 tratamento controle nas doses zero e 30 mg N kg solo™. Ja a %NPPF foi maior em
relacdo ao encontrado para a %NPPS e %NPPfix nos individuos da maior dose de N (120 mg
kg solo™) (Tabela 27).
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Tabela 27 — Valores médios do nitrogénio na planta proveniente da fixacdo bioldgica
(%NPPfix), do fertilizante (%NPPF) e do solo (%NPPS) aos trés, cinco e seis
meses apos plantio em casa de vegetacao nos individuos de M. caesalpiniifolia

Tratamentos Doses de N 3 5 6 3 5 6 3 5 6
(mg kg solo™) (Meses)
%NPPfix %NPPF %NPPS
Controle 0 0* 37 54 -** - 0 100 63 46
(Sem inoculagéo) 30 0 0 52 43 54 20 57 46 28
60 16 3 11 47 66 44 37 31 45
120 0 2 14 61 79 51 39 19 35
Rizdébio 0 0 9 34 - - 0 100 91 66
30 0 1 15 41 49 32 59 50 53
60 5 0 2 5 69 47 39 31 51
120 3 7 0 54 69 62 44 24 38
Rizobio + FMAs 0 0 12 42 - - 0 100 88 58
30 10 6 33 36 49 33 54 45 33
60 10 1 55 57 69 28 33 30 17
120 3 0 0 58 8 70 40 17 30

*Na&o houve fixacdo bioldgica de nitrogénio
**Apenas duas fontes de N para a Dose 0: N proveniente do solo e do ar.

4.3 Atividade da Reducéo de Acetileno

Os resultados apresentados a seguir sdo os valores médios da atividade da reducgéo de
acetileno (ARA) realizada no ultimo més de coleta. Estes resultados sdo apresentados de
forma a indicar ou ndo a ocorréncia de fixagdo bioldgica de nitrogénio através da atividade da
nitrogenase nos nodulos coletados nas espécies fixadoras de nitrogénio. Como sdo espécies
florestais, e a ARA é uma medida pontual da enzima nitrogenase que reflete somente a
ocorréncia de fixacdo no momento da coleta, foram encontrados valores muito variados
dentro de uma mesma repeti¢do (Figura 15), sendo M. caesalpinnifolia a espécie com valores
mais baixos de ARA (0,08 a 5,9 pmoles de etileno h™ g nédulo seco™) (Figura 12).
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18 Enterolobium contortisiliguum

16 mRizéhio

14 ORizo6bio + FMAs
B Sem inoculacéo

ARA, umoles etileno h-1 g nod seco!
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18 - Erythrina speciosa
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18 1 Mimosa caesalpiniifolia

16 -
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ARA, umoles etileno h'! g nod seco!
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Dosesde N (mg kg solot)

Figura 12 — Valores médios da atividade da redugéo do acetileno (ARA — pmoles etileno h™ g nédulo seco™) nas
trés espécies fixadoras de nitrogénio sob diferentes doses de N (mg kg solo™), ao seis meses apds
plantio em casa de vegetacdo. Barras em preto — Rizdbio; branco — Rizobio + FMAS; cinza — Sem
inoculagéo
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5 DISCUSSAO

5.1 Fixacao Biologica do Nitrogénio

Nossa primeira hipotese postulava que: elevadas doses de N limitam a fixacdo de Na.
Esta primeira hipotese foi confirmada uma vez que a adicdo de N em doses elevadas (120 mg
N kg solo™) induziu a um decréscimo na quantidade de N fixado nas trés espécies estudadas e
nos trés tratamentos testados (Tabelas 17, 22 e 27). Outros estudos encontraram resultados
semelhantes, por exempo, doses de 40 a 80 kg de N por hectare reduziram em cerca de 50% a
FBN em Leucaena leucocephala (SANGINGA et al., 1989), reforcando a hipétese de que o
aumento da disponibilidade de N no solo tende a inibir a FBN (COMPTON et al., 2004;
MARCARELLI; WURTSBAUGH, 2007).

Por outro lado, é postulado que pequenas doses de N podem beneficiar a FBN,
funcionando como dose de arranque (FRANCO; DOBEREINER, 1968; TSAI et al., 1993;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006,).

Baseando-se na premissa acima, nossa segunda hipdtese foi que: a caréncia de
nitrogénio induz a fixacdo de N, pela FBN através da associacdo de algumas espécies de
leguminosas com bactérias fixadoras de N, e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
(CARLING et al., 1978; BETHLENFALVAY; YODER, 1981; SILVEIRA; CARDOSO,
1987 a,b; COSTA et al., 1990). Provavelmente este fato seja devido ao maior fornecimento de
carboidratos e P ao rizObio, que consequentemente, favorece a ocorréncia de nodulos
(SILVEIRA et al., 1995; GROSS et al., 2004).

Esta segunda hipodtese foi parcialmente confirmada em nosso estudo. Por um lado,
devido a elevada variabilidade observada nos valores de %NPPfix, ndo foi possivel distinguir
para nenhuma das espécies qual dos tratamentos foi mais eficiente no sentido de aumentar a
FBN. Em segundo lugar, a menor dose de N aplicada (30 mg N kg solo™) ndo favoreceu a
fixacdo como esperado, obtendo-se uma baixa porcentagem de nitrogénio na planta
proveniente da fixacdo (%NPPfix). Por outro lado, quando as plantas cresceram em meio
onde a disponibilidade de N era baixa (em média 0,3 g kg™), sem a aplicacdo deste nutriente
nos vasos, a FBN foi favorecida principalmente nos individuos de E. contortisiliguum e E.
speciosa aos seis meses apos o plantio, obtendo-se alta %NPPfix (Tabelas 17, 22 e 27).

Interessantemente, todas as espécies, com excecdo da espécie referéncia, sob

diferentes doses de N e tratamentos apresentaram nodulos em suas raizes. Portanto, a auséncia
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ou baixa quantidade de N fixada ndo se deu pela falta de nodulacédo. No entanto, se sabe que a
nodulacdo é uma condicdo necessaria, mas ndo suficiente para que haja fixacdo de N
(CLEVELAND et al., 1999), pois diversos fatores biologicos, quimicos e fisicos podem
influenciar a FBN através de seus simbiontes (FREIRE, 1984; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Assim, a auséncia de nodulacdo ou nodulagdo ineficiente em determinadas espécies
sob determinadas condicbes edaficas e ambientais, € decorrente de fatores limitantes ao
estabelecimento, desenvolvimento e funcionamento da simbiose (FREIRE, 1984).

Nas regides tropicais € comum encontrar simbioses ndo eficazes, pois ha uma grande
variagdo na especificidade e na capacidade das leguminosas em se associar com 0s rizobios
(SPRENT, 2003). No nddulo a bactéria pode atuar como essencialmente parasita a altamente
efetiva no fornecimento da aménia para a planta (BURDON et al., 1999). Varios fatores
determinam a eficiéncia da simbiose, como por exemplo, a morfologia e a estrutura dos
nodulos os quais, por sua vez, sdo determinados pelo hospedeiro, e pelas caracteristicas
genotipicas e fenotipicas das bacterias simbionticas (SPRENT, 2007). Como se sabe trocas
genéticas ocorrem entre as bactérias do solo, levando algumas espécies a perderem 0s genes
que determinam a simbiose e a FBN, e outras passam a adquirir esses genes e,
consequentemente, a capacidade de fixar N atmosférico (SPRENT, 2003). Outra caracteristica
importante elucidada por Lodwig et al. (2003) foi que uma troca muito especifica de
metabolitos é necessaria para a simbiose ser totalmente eficaz.

Torna-se dificil, portanto, estabelecer neste estudo as causas da grande variabilidade
observada na fixacdo dentre as espécies, uma vez que varios fatores de natureza ambiental,
estrutural e genética podem interagir concomitantemente no processo de simbiose e fixacgéo.

Ao mesmo tempo, através da técnica de reducdo de acetileno realizada no final do
experimento, foi demonstrado que a enzima nitrogenase nos nédulos presentes nas raizes das
trés leguminosas fixadoras de N encontrava-se ativa, sugerindo a ocorréncia da fixagédo
(Figura 12). No entanto, sem que tenha sido possivel sua quantificacdo atraves desta técnica
(McNABB; GEIST, 1979; PEOPLES et al., 1989; DALTON; KRAMER, 2006).

Quanto aos inoculantes aplicados (bactérias e fungos), que deveriam induzir um
aumento na fixagcdo de nitrogénio, o fato do solo ndo ter sido esterilizado antes do plantio
parece ter contribuido para que tenha havido uma competicdo destes com a microbiota nativa
do solo. Pois, mesmo nos vasos onde ndo aplicamos o rizébio e o fungo micorrizico
arbuscular, as espécies apresentaram nddulos e encontramos taxas de colonizagdo micorrizica
em suas raizes (Tabelas 11, 16, 21 e 26). Este fato pode ter diminuido a capacidade destes

inoculantes em auxiliar no aumento da fixagdo, uma vez que 0s mesmos tiveram que competir
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com fungos indigenas, geralmente bem adaptados as condi¢cdes de determinado solo
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Alguns autores reportam a importancia e o beneficio da inoculacdo com rizébio no
estimulo a colonizacdo micorrizica para leguminosas florestais (SCHIAVO; MARTINS,
2003; BURITY et al., 2000; JESUS et al., 2005). No entanto, a porcentagem de colonizacao
radicular nem sempre é uma caracteristica segura para definir o efeito do FMA sobre sua
planta hospedeira, uma vez que, dependendo das condi¢cdes ambientais e das espécies de
fungos e vegetais, valores baixos de colonizagéo radicular podem ser suficientes para resultar
em promocao do desenvolvimento da planta enquanto que, em outras combinagdes de FMA e
hospedeiro, uma maior colonizacdo das raizes pode ndo promover o crescimento da planta
(MOREIRA-SOUZA; CARDOSO, 2002).

Outro fator importante observado foram as baixas taxas de colonizagdo micorrizica
nas raizes, o qual podem ter sido influenciadas pela quantidade de P aplicado no solo para este
experimento, pois a colonizacdo micorrizica é influenciada também por diversos fatores
externos dentre eles a disponibilidade de P (HABTE; MANJUNATH, 1991). Habte e
Manjunath (1991) sugeriram que a concentracdo de 0,02 mg L™ de P na solugdo do solo é
proxima ao Otimo para a colonizacdo e atividade das micorrizas, fato confirmado para
especies arboreas tropicais por Siqueira e Saggin-Junior (2001). Portanto, a concentragédo de P
aplicado ao solo deste experimento (200 mg P kg solo™), pode ter inibido a colonizagéo
micorrizica nas espécies (SMITH; SMITH, 1996; KOIDE, 1991). A inocula¢do com fungos
micorrizicos pode ser um instrumento Gtil para reforcar o crescimento e desenvolvimento das
plantas no reflorestamento tropical (SIQUEIRA et al., 1998), pois na maioria dos casos,
estimulam o crescimento vegetal, e consequentemente a simbiose aumenta a absorcdo de N, a
dependéncia simbidtica assim como a biomassa vegetal (CHALK et al., 2006; SMITH,;
READ, 2008). Portanto, o estimulo da captacdo de nutrientes e posterior translocacdo destes a
parte aérea causa, relativamente, menor transferéncia de fotossintatos a raiz e maior retencdo
deles na parte aérea, sendo utilizado na producdo de matéria verde (SILVEIRA et al., 1992).

Como consequéncia, sob condi¢des tropicais, muitas arvores fixadoras de N, além de
exibirem crescimento rapido, ocorre um maior acumulo de biomassa, enriquecendo o solo em
nitrogénio disponivel para as plantas (BINKLEY; GIARDINA, 1997). Neste experimento, a
dupla inoculacdo (Rizébio + FMAS) aumentou o acumulo de matéria seca na parte aérea da
M. caesalpiniifolia (p < 0,05), assim como observado por Burity et al. (2000) e Mendes Filho
et al. (2010) estudando esta mesma espécie. Este ganho também foi verificado por Schiavo e

Martins (2003) em mudas de Acacia mangium, onde houve maior acimulo de matéria seca na
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parte aérea quando produzidas com inéculo de FMAs e rizébio. A mesma tendéncia também
foi observada por Jesus et al. (2005), onde a producdo de matéria seca da parte aérea e das
raizes de Piptadenia gonoacantha inoculadas simultaneamente com rizébios e FMAs foi

maior que nos tratamentos inoculados apenas com rizébio.

5.2 Disponibilidade de Nitrogénio (N) e Fdsforo (P)

Os resultados obtidos neste estudo mostraram concentragfes mais elevadas de P nos
tecidos foliares nas espécies fixadoras de N, (E. contortisiliquum e E. speciosa) em relacdo a
especie referéncia ndo fixadora de N, (A. polyphylla) (p < 0,05) (Tabelas 8, 13, 18 e 23). Fato
este consistente com o fato de que plantas dependentes unicamente da FBN possuem maiores
concentraces de P em suas folhas (SPRENT, 1999). Como as espécies fixadoras de N;
tendem a usar mais fésforo, ocorre um decréscimo da razdo N:P em comparacdo com as
especies nao fixadoras (CREWS, 1999), o mesmo foi observado nas espécies fixadoras
estudadas com baixa razdo N:P foliar em comparacdo com a espécie referéncia (p < 0,05).
Esta alta concentracdo de P nos tecidos das plantas fixadoras pode ser parcialmente explicado
pelo alto custo energético da FBN, que requer uma elevada quantidade de P, podendo a
deficiéncia neste elemento afetar de modo generalizado as taxas de fixacdo (ISRAEL, 1987;
GEHRING et al., 1999; KENNEDY; COCKING, 1997; CHAPIN et al., 2002; MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006). Como a maioria da fixacdo ocorre em A&reas tropicais, que
caracteristicamente tem baixas concentracdes de P disponivel, a limitacdo da fixacao por este
nutriente passa a ser de vital importancia. (VITOUSEK; FARRINGTON, 1997).

Ao contrario do observado para o P, a E. speciosa e a M. caesalpiniifolia (espécies
fixadoras) tiveram de modo geral, baixas concentracGes de N em seus tecidos foliares em
relacdo a espécie nao fixadora (p < 0,05). Esta menor concentracdo foliar de N difere do
padrdo encontrado por Soares (2007) e Coletta et al. (2009) em uma area sob restauracédo
florestal no Estado de Sdo Paulo, onde, aos sete meses e quatro anos ap0s a semeadura direta
no campo, as mesmas espécies, tiveram uma concentracdo maior de N foliar em relacdo a
espécie referéncia (A. polyphylla).

Vale ressaltar neste estudo a importancia de leguminosas florestais nativas na
recuperacdo de areas degradadas, pois independentemente da fixacdo de N, as concentracfes
elevadas de N em seus tecidos (ROGGY et al., 1999; VITOUSEK et al., 2002,
BUSTAMANTE et al., 2004; OMETTO et al., 2006; NARDOTO et al., 2008) leva a uma
baixa razdo C:N foliar (NARDOTO et al., 2008; SIDDIQUE et al., 2008), fato observado para
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as quatro espécies deste estudo nos tratamentos sem aplicacdo de N (dose zero) (Anexo D).
Portanto, o material vegetal produzido por estas espécies sera facilmente decomposto
contribuindo para a restauracdo dos fluxos de nutrientes, principalmente do N, através da
deposicéo da serapilheira (COSTA et al., 2000).
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6 CONCLUSOES

As espécies estudadas possuem grande potencial para a recuperacdo de areas degradas
ja que efetivamente fixam N da atmosfera aumentando o aporte deste nutriente no sistema,
além disso, as baixas concentracbes de N do solo estimularam a fixacdo bioldgica do
nitrogénio através de seus simbiontes principalmente aos seis meses apos o plantio em casa de
vegetacao.

Portanto, utilizar leguminosas associadas a fixadores de N em projetos de restauracao
ecologica, pode-se obter uma revegetacdo eficiente e com baixo aporte de fertilizantes, além
disso, as leguminosas sdo geralmente encontradas como pioneiras na sucessdo de espécies em
areas onde ha luz em abundancia, ao contrario do N (ABER, 1992).

Resta destacar que fixando ou ndo N, atmosférico, as leguminosas possuem um papel
chave no sistema. O estilo de vida com alto requerimento de N das leguminosas, como ja foi
reportado por varios autores em sistemas tropicais, leva a uma alta qualidade do material
vegetal produzido, dessa forma, possuem um papel importante na redistribuicdo de N, que

sera mineralizado e disponivel novamente para a comunidade vegetal.
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Anexo A — Alturameédia (médias + 1 desvio padréo) das leguminosas sob trés diferentes tratamentos medidas mensal mente durante 0s seis meses
de experimento em casa de vegetacao (n=4)

Espécies Tratamentos DosesdeN  1més 2 meses 3 meses 4 meses 5 meses 6 meses
(mg kg solo™) (cm)
A. polyphylla Controle 0 4,315 7,5£2,6 12,845,0 13,04£5,3 21,8+12,6 36,2+28,4
(Seminoculagéo) 30 5,2+0,9 9,5+0,6 18,1+5,6 21,7+6,8 44,4+23,5 67,2+36,7
60 5,6+0,8 8,2+2,5 10,6+3,7 17,2459 48,0£12,0 77,4+17,2
120 5,5+0,7 9,2+24 15,4+3,8 22,5+11,8 49,7+18,2 106,4+40,7
Rizobio 0 5,5+2,3 6,6+2,1 7,6£1,9 7,8£3,0 22,8+21,5 41,7+27,7
30* 5,3+0,7 6,7+1,1 8,224 9,7+4,3 24,0+12,6 40,3+9,9
60 6,9+2,5 8,3+1,8 10,4+2,8 14,7+35 43,5+21,7 74,7+30,2
120 5,2+1,9 7,9£1,0 13,094 20,0+13,5 53,9+28,7 97,7+42,2
Rizébio + FMAs O* 4,5+0,5 7,2£2,5 8,5+3,8 9,0+4,6 21,8+21,8 39,5+31,4
30 4,6+0,7 8,0+0,8 8,4+1,8 15,4+8,6 54,4+37,0 75,2+29,7
60 5,4+1,5 6,7+2,4 11,7+4,9 20,2+139 54,1+50,8 74,9+69,3
120 4,3+2,0 7,2+2,3 9,0+1,7 16,8+7,1 57,4+17,1 125,5+40,5
E. contortisiliquum Controle 0 16,4+0,4 18,7+2,3 19,6+2,7 22,748 37,0135 59,6+21,0
(Seminoculagéo) 30 12,1+2,3 14,721 18,8+4,3 26,7+9,9 52,7+20,5 72,9+139
60 18,1+1,4  19,9+1.6 23,1+15 35,9+11,3 78,6£12,1 98,6+8,5
120 14,2+3,8 17,5+1,9 27,615,3 51,2+14,5 105,6+23,0 142,6+23,3
Rizdbio 0 18,1+1,6  20,0+1,1 21,014 23,745 31,1+7,0 60,4+31,2
30 15,6+2,6 18,1+2,8 23,6+5,7 37,7+14,1 54,7+11,3 73,9+30,5
60 16,2+2,8 18,7+£3,6 25,91£5,0 45,0+£13,3 83,4+18,3 92,1+19,4
120 15,7+1,9 18,6+3,0 27,778 51,4+15,5 88,5+20,9 118,5+9,6
Rizébio + FMAs 0 15,1+1,5 16,5+1,5 19,7+4,4 26,7+4,5 52,3+19,6 84,9+39,0
30 17,044  18,2+4,7 18,7+4,4 28,7+13,5 61,6+18,5 68,1+22,5
60 17,6228  21,1+1.8 32,2+3,1 75,7£9,4 110,2+21,9 111,5+11,6
120 144+1,4  18,1+1,0 36,8+4,2 79,4+11,3 120,0+3,4 125,2+9,2
E. speciosa Controle 0 9,0£2,5 10,0+2,7 13,2+5,0 16,2+5,0 20,1+7,4 28,4+12,5
(Seminoculacdo) 30 10,6+3,7 11,9+3,7 14,6+4,4 18,8+4,9 25,2+4,3 28,9+7,75

continua
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Espécies Tratamentos DosesdeN  1més 2 meses 3 meses 4 meses 5 meses 6 meses
(mg kg solo™) (cm)
E. speciosa Controle 60 11,3+1,7  12,8+0,7 19,4+2.4 27,9+2,7 36,7+7,5 41,0+8,8
(Seminoculagdo) 120 11,6+3,6 14,1445 20,4+8,1 33,5+15,0 43,0+18,9 48,6+21,8
Rizébio 0 11,8432  13,3+4,0 16,2+4,5 19,3+6,7 29,5+12,7 38,7+15,3
30 10,6+1,3 11,4416 15,4422 19,7+3,8 23,4+3,7 28,4+7,3
60 8,7+1,5 11,0+2,0 16,2+2,8 23,1+2,3 29,4+4,9 35,0+5,7
120 12,3+2,7 14,4430 20,5+3,3 28,7+4,2 40,616,4 47,2+9,7
Rizébio + FMAs 0 9,9+2,9 12,0+2,7 15,6+3,9 19,045,7 24,5+8,0 33,6+18,7
30 8,4+2,0 10,4+2,5 17,4434 22,9+4,1 27,029 33,0+6,2
60 10,324  11,6+2,7 17,0+3,0 23,2+2,8 27,045,2 32,66,2
120 142422  16,6+19 23,1+1,6 30,5+1,6 40,4+4,8 47,2+6,5
M. caesalpiniifolia Controle 0 11,7£2,5 12,6x1,3 13,2+15 19,4+7,0 42,6+14,5 57,7£11,4
(Seminoculacdo) 30 10,7424 11,2424 19,649,2 34,4+20,0 68,4+30,5 87,7+37,8
60 10,2429  11,4+29 17,2+8,0 32,2+18,1 57,9+28,3 93,5+40,3
120 10,9+2,4  12,2+3,1 17,646,2 40,7+18,9 96,7+33,4 142,0+26,8
Rizdbio 0 10,3+2,0 11,5+1,8 11,9+2,3 19,6x11,5 43,1+18,8 56,7+23,1
30 9,4+3,3 11,242,0 18,6+3,0 35,4+6,9 69,7+21,9 89,7+29,5
60* 10,4+3,2 11,325 20,7+7,3 40,8+27,8 81,8+34,6 115,0+30,3
120 10,0+1,1  10,7+1,8 18,245,5 47,5+15,2 102,4+11,1 139,7+14,4
Rizébio + FMAs 0 10,2+1,7 11,3+2,7 13,4+6,8 25,6+£14,2 41,1+14 4 57,7£13,6
30 12,0£38 12,2433 25,2+4,8 41,9+8,1 62,1+15,7 85,5+17,0
60 10,8+1,7  11,1+1.6 27,2+2,3 58,0+13,4 99,5+8,4 130,0+10,9
120 12,8+0,8  13,0+0,8 23,1425 53,4+8,4 104,2+3,6 132,449,5

*n=3
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Anexo B — Diametro médio (médias + 1 desvio padréo) das leguminosas sob trés diferentes tratamentos medidos mensalmente a partir do

segundo més de experimento até o sexto més (n=4)

Espécies Tratamentos DosesdeN 2 meses 3 meses 4 meses 5 meses 6 meses
(mg kg solo™) (mm)
A. polyphylla ** Controle 0 1,8+0,4 2,4+0,7 2,6+0,8 2,9+0,8
(Sem inoculagéo) 30 2,1+0,3 3,0£0,4 3,1+0,5 3,7+11
60 1,7+0,1 2,7+0,3 2,9+0,3 3,704
120 1,7+0,2 3,0£0,5 3,3+0,9 5,0£1,2
Rizobio 0 1,7+0,3 2,5+0,3 2,6+0,9 3,3£0,9
30* 1,8+0,2 2,6+0,5 3,1+0,7 3,1+0,4
60 1,5+0,2 2,7+0,2 3,4+0,6 4,0£0,8
120 1,6+0,2 3,3+0,1 3,410 4,9+2.4
Rizoébio + FMAs o* 1,5+0,1 2,5+0,4 2,613 3,2+0,6
30 1,5+0,3 3,0£0,8 3,3t1,6 5,0£1,8
60 1,6+0,3 2,8+0,5 4,2+1,9 6,0+3,2
120 1,6+0,3 2,8+0,6 3,5+0,3 5,6+0,7
E. contortisiliguum Controle 0 2,9+0,1 4,1+0,2 4.4+0,1 5,2+0,7 6,8+1,4
(Sem inocul agéo) 30 2,1+0,5 3,4+0,6 4,0+0,9 6,1¥1,5 7,712
60 2,9+0,3 4,5+0,1 5,8+0,6 7,8£0,4 9,8+0,4
120 2,9+0,6 4,5+0,1 5,9+0,3 9,8+0,8 11,414
Rizobio 0 3,2+0,2 4,3+0,2 4,4+0,6 5,7+0,6 7,0£1,2
30 2,6+0,4 4,2+0,8 5,3£1,0 6,8+1,7 7,722
60 3,0£0,4 4,6+0,3 6,2+0,5 8,7+0,7 9,9+0,6
120 3,1+0,4 4,8+0,8 6,7+1,3 9,3+0,8 11,4+0,6
Rizobio+FMAs 0 2,705 4,4+0,4 5,2£0,5 7,0£1,3 9,0+£2,1
30 2,9+0,3 3,8+0,6 4,7+0,7 6,4+0,7 7,9+0,2
60 3,0£0,2 4,7+0,2 7,5+£0,8 10,0£1,1 11,1+1,0

continua
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continuacdo
Espécies Tratamentos DosesdeN 2 meses 3 meses 4 meses 5 meses 6 meses
(mg kg solo™) (mm)
E. contortisiliquum Rizébio+FMAs 120 3,3+0,3 5,5+0,5 8,0+0,6 11,6+0,7 13,0+0,7
E. speciosa ** Controle 0 6,5£1,3 8,2+1,2 10,6£1,9 11,9+2,1
(Sem inoculag&o) 30 8,3+2,1 10,3+3,2 13,334 14,0£3,5
60 8,2+1,0 11,0£1,7 13,0£2,1 14,7£1,8
120 8,4+1,7 12,3+2,1 16,5+2,7 19,4+29
Rizébio 0 8,5+1,5 9,6+1,5 12,0+£3,0 14,4442
30 8,8+0,8 11,0£1,5 13,524 15,0£3,1
60 10,1+1,3 13,4+1.4 18,4+1,2 20,5+2,1
120 10,2+2,2 13,2+2,4 17,4+1,8 19,4422
Rizébio+FMASs 0 8,4+1,6 10,5£2,5 12,9+4,3 15,0£6,5
30 7,7£0,9 11,442,3 14,024 15,6+2,1
60 9,2£19 13,0£2,6 17,3+4,3 19,145,7
120 8,7t1,6 9,2+3,9 16,1+1.4 17,7+1,3
M. caesalpiniifolia Controle 0 1,9+0,2 2,9+0,7 3,2+0,1 4,2+0,6 4,6+0,7
(Sem inocul ag&o) 30 1,8+0,2 2,9£0,5 3,310 4,3+1,3 5515
60 1,7+0,1 2,2+0,4 2,9+0,4 4,6+1,0 6,4+1,3
120 1,5+0,3 2,310,3 3,5+0,6 5,315 6,9+0,9
Rizobio 0 1,8+0,3 2,1+0,4 3,3+0,5 4,2+0,9 4,6+0,8
30 1,6+0,2 2,4+0,3 3,1+0,5 4,6+0,3 5,8+0,4
60* 1,8+0,2 2,7+0,2 3,7+0,6 5,5+0,4 6,6+0,5
120 1,7+0,1 2,510,3 3,7+0,2 6,1+1,2 7,8+1,6
Rizébio+FMAS 0 2,2+0,7 3,1+0,5 3,1+0,6 3,8+0,6 4,6+0,6
30 1,7¢0,1 2,910,1 3,504 5,2+0,5 6,4+0,6
60 1,8+0,1 2,910,1 4,4+0,2 5,9+0,5 7,1+0,8
120 1,8+0,2 2,9+0,5 4,3+0,6 7,3£0,3 8,3+0,5

*n=3; ** Asespécies A. polyphylla e E. speciosa ndo foram medidas aos 2 meses de experimento.
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Anexo C - Avaliacdo dos micronutrientes presentes nas quatro leguminosas ao seis meses
apos o plantio em casa de vegetacdo de acordo com seus tratamentos e doses de
N: Cu (Cobre), Fe (Ferro), Mn (Manganés) e Zn (Zinco) (n=1)

Espécies Tratamentos Dosesde N Cu Fe Mn Zn
(mg kg solo™) (mgkg ™)
A. polyphylla Controle 0 22 796 47,3 4.8
(Sem inocul agéo) 60 11,1 1346 1024 12,2
120 54 1103 60,2 14,6
Rizobio 0 43 1700 391 15,6
30 21 1026 888 12,0
60 72 1193 975 111
120 48 38,7 108,7 145
Riz6bio + FMAs 30 4.8 102,3 51,7 174
60 21 66,0 39,9 6,6
120 6,8 1044 975 12,8
E. contortisiliguum Controle 0 6,6 117,8 1203 17,2
(Sem inocul acéo) 30 100 1585 2014 411
60 79 1054 515 21,3
120 6,8 1096 1628 18,7
Rizébio 0 6,6 1929 875 22,0
30 26 2526 1785 195
60 36 993 112,7 151
120 106 1335 1210 38,2
Riz6bio + FMAs 0 42 1530 58,0 16,2
30 24 1459 1442 209
60 74 87,3 151,3 44,6
120 24 1562 196,8 29,3
E. speciosa Controle 0 284 1124 98,6 32,2
(Sem inocul agéo) 30 521 232,7 1809 331
60 62,6 1890 2108 32,2
120 39,7 466,8 90,9 87,0
Rizobio 0 188 1652 79,9 21,7
30 240 1645 1432 389
60 115 1040 678 34,7
120 89 1555 604 234
Riz6bio + FMAs 0 10,6 2015 288 21,3
30 10,8 1157 46,0 16,1
60 385 1898 131,3 46,2
120 119 1661 715 19,0
M. caesalpiniifolia Controle 0 6,4 99,9 38,6 17,7
(Sem inocul agéo) 30 51 830 41,5 7,1
60 50 664 49,8 12,2
120 43 657 234 14,2
Rizobio 0 82 1099 821 19,8
30 23 483 55,1 10,9
60 23 300 43,8 17,3
120 39 685 49,4 135
Riz6bio + FMAs 0 98 1057 832 194
30 31 396 62,6 15,0
60 82 650 57,2 29,2

120 36 589 61,9 9,0
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Anexo D — Razédo C:N das leguminosas na dose zero de N sob diferentes tratamentos aos seis

meses apos o plantio em casa de vegetacdo (n=4)

Espécies Tratamentos C:N
A. polyphylla Sem inoculagdo 17,7
A. polyphylla Sem inoculagédo 22,6
A. polyphylla Sem inoculagdo 14,3
A. polyphylla Sem inoculagédo 10,1
A. polyphylla Rizdbio 27,3
A. polyphylla Rizobio 12,6
A. polyphylla Rizdbio 12,5
A. polyphylla Rizobio 25,8
A. polyphylla Rizébio + FMAs* 21,4
A. polyphylla Rizobio + FMAs 24,7
A. polyphylla Rizébio + FMAs 134
E. contortisiliquum Sem inoculagédo 15,5
E. contortisiliquum Sem inoculagdo 13,2
E. contortisiliquum Sem inoculagdo 111
E. contortisiliquum Sem inoculagdo 25,4
E. contortisiliquum Rizobio 10,7
E. contortisiliquum Rizdbio 13,9
E. contortisiliquum Rizobio 14,3
E. contortisiliquum Rizdbio 20,2
E. contortisiliquum Rizobio + FMAs 12,5
E. contortisiliquum Rizébio + FMAs 11,9
E. contortisiliquum Rizobio + FMAs 12,8
E. contortisiliquum Rizébio + FMAs 10,7
E. speciosa Sem inoculagdo 14,7
E. speciosa Sem inoculagéo 15,7
E. speciosa Sem inoculagdo 14,0
E. speciosa Sem inoculagéo 16,9
E. speciosa Rizobio 14,0
E. speciosa Rizdbio 15,8
E. speciosa Rizobio 134
E. speciosa Rizdbio 12,9
E. speciosa Rizobio + FMAs 14,8
E. speciosa Rizébio + FMAs 11,8
E. speciosa Rizobio + FMAs 14,8
E. speciosa Rizébio + FMAs 9,6

M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 28,1
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 25,8
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 32,7
M. caesalpiniifolia Sem inoculagéo 19,7
M. caesalpiniifolia Rizobio 28,9
M. caesalpiniifolia Rizdbio 20,6

continua
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continuacao
Espécies Tratamentos C:N
M. caesalpiniifolia Rizbbio 29,2
M. caesalpiniifolia Rizébio 27,4
M. caesalpiniifolia Rizobio + FMAs 21,1
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 29,7
M. caesalpiniifolia Rizobio + FMAs 26,6
M. caesalpiniifolia Rizobio + FMAs 30,6

=3
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Anexo E — Valores isotépicos (5'°N) da dose zero de N das leguminosas fixadoras de N (E.
contortisiliqguum, E. speciosa e M. caesalpiniifolia) e da espécie referéncia (A.
polyphylla) aos trés, cinco e seis meses apos plantio em casa de vegetacdo, sob
trés diferentes tratamentos

Espécie Tratamentos 3 meses 5 meses 6 meses
8N (%o)

A. polyphylla Sem inoculagdo 17,8* 19,4* 19,9
A. polyphylla Sem inoculagédo 32,7 36,7 18,9
A. polyphylla Sem inoculagdo 39,8
A. polyphylla Sem inoculagdo 25,9
A. polyphylla Rizobio 25,2 23,9 23,2
A. polyphylla Rizébio 25,5 22,4 17,6
A. polyphylla Rizbbio 29,1 18,2
A. polyphylla Rizobio 27,9
A. polyphylla Rizobio + FMAs 194 23,6 21,0
A. polyphylla Rizébio + FMAs 23,1 194 28,5
A. polyphylla Rizébio + FMAs 13,6
E. contortisiliquum Sem inoculagdo 41,1 27,1 2,2
E. contortisiliquum Sem inoculagdo 62,0 14,3 16,7
E. contortisiliquum Sem inoculagdo 15,4 4.8
E. contortisiliquum Sem inoculagédo 19,0 3,7
E. contortisiliquum Rizobio 72,9 32,6 6,5
E. contortisiliquum Rizobio 62,3 16,5 1,0
E. contortisiliquum Rizbbio 12,9 19
E. contortisiliquum Rizébio 24,4 7,3
E. contortisiliquum Rizébio + FMAs 57,0 25,9 2,4
E. contortisiliquum Rizébio + FMAs 47,4 42,5 04
E. contortisiliquum Rizébio + FMAs 25,8 1,6
E. contortisiliquum Rizébio + FMAs 9,0 74
E. speciosa Sem inoculagdo 18,7 10,3 15,7
E. speciosa Sem inoculagdo 38,6 17,8 6,1
E. speciosa Sem inoculagédo 16,5 2,0
E. speciosa Sem inoculagdo 26,8 3.3
E. speciosa Rizobio 64,0 19,1 1,3
E. speciosa Rizobio 46,1 23,7 3,6
E. speciosa Rizébio 6,7 6,6
E. speciosa Rizbbio 15,0 15,3
E. speciosa Rizébio + FMAs 68,2 52,5 27,5
E. speciosa Rizobio + FMAs 57,0 8,7 1,3
E. speciosa Rizébio + FMAs 5,6 27,5
E. speciosa Rizébio + FMAs 48,5 0,2
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 447 25,5 6,3

continua
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continuagéo
Espécie Tratamentos 3 meses 5 meses 6 meses
8N (%o)
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 43,6 21,6 19,0
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 21,8 12,8
M. caesalpiniifolia Sem inoculagéo 5,6
M. caesalpiniifolia Rizobio 43,0 30,4 19,7
M. caesalpiniifolia Rizébio 112,6 26,0 17,2
M. caesalpiniifolia Rizbbio 19,5 84
M. caesalpiniifolia Rizébio 22,0 10,8
M. caesalpiniifolia Rizobio + FMAs 36,1 18,7 13,8
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 16,6 28,3
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 18,0 55
M. caesalpiniifolia Rizobio + FMAs 28,5 6,2
*dados ndo inseridos nos cél culos de %NPPfix (nitrogénio na planta proveniente da fixag&o)
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Anexo F — Valores isotopicos (% em &omos de °N) das leguminosas fixadoras de N (E.
contortisiliqguum, E. speciosa e M. caesalpiniifolia) e da espécie referéncia (A.
polyphylla) aos trés, cinco e seis meses apos plantio em casa de vegetacdo, sob
trés diferentes tratamentos e doses de N

Espécies Tratamentos Dosesde N 3meses 5meses 6 meses
(mg kg solo™) atomos de N (%)
A. polyphylla Sem inoculagdo 30 15 2,5 24
A. polyphylla Sem inoculagdo 30 2,1 2,3 24
A. polyphylla Sem inoculagdo 30 2,6 1,6*
A. polyphylla Sem inoculagdo 30 2,3
A. polyphylla Sem inoculagdo 60 31 34 1,8
A. polyphylla Sem inoculagdo 60 2,8 31 2,0
A. polyphylla Sem inoculagdo 60 3,5 1,8
A. polyphylla Sem inoculagdo 60 3,6 1,8
A. polyphylla Sem inoculagdo 120 2,6 4,2 2,6
A. polyphylla Sem inoculagdo 120 2,4 3,9 24
A. polyphylla Sem inoculagdo 120 3,6 1,7*
A. polyphylla Sem inoculagdo 120 3,9 2,0*
A. polyphylla Rizbbio 30 16 2,3 1,9
A. polyphylla Rizobio 30 1,6 2,5 1,7
A. polyphylla Rizobio 30 2,3 1,7
A. polyphylla Rizbbio 60 3,0 34 1,7
A. polyphylla Rizébio 60 3,1 3,3 1,8
A. polyphylla Rizobio 60 3,0 2,6
A. polyphylla Rizobio 60 1,5*
A. polyphylla Rizébio 120 3,0 3,2 2,1
A. polyphylla Rizdbio 120 2,4 3,8 1,4
A. polyphylla Rizobio 120 1,5
A. polyphylla Rizobio 120 1,4
A. polyphylla Rizébio + FMAs 30 2,1 2,3 2,7
A. polyphylla Rizébio + FMAs 30 2,3 2,8 1,4*
A. polyphylla Rizobio + FMAs 30 3,0 2,7
A. polyphylla Rizébio + FMAs 30 1,7*
A. polyphylla Rizébio + FMAs 60 3,0 3,2 1,5*
A. polyphylla Rizébio + FMAs 60 34 3,6 3,3
A. polyphylla Rizébio + FMAs 60 2,4* 3.3
A. polyphylla Rizobio + FMAs 60 3,4 1,5*
A. polyphylla Rizébio + FMAs 120 2,8 4,1 1,4*
A. polyphylla Rizébio + FMAs 120 3,2 3,9 2,6
A. polyphylla Rizébio + FMAs 120 3,3 2,7
A. polyphylla Rizébio + FMAs 120 2,2* 1,8*
E. contortisiliquum  Sem inoculacéo 30 1,7 2,7 2,1

continua
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continuagéo

Espécies Tratamentos Dosesde N 3meses 5meses 6 meses

(mg kg solo™) atomos de °N (%)
E. contortisiliquum  Sem inoculacéo 30 2,0 2,7 1,3
E. contortisiliquum  Sem inoculacéo 30 2,9 1,4
E. contortisiliquum  Sem inoculagdo 30 2,8 1,1
E. contortisiliquum  Sem inoculacéo 60 2,3 3,8 1,2
E. contortisiliquum  Sem inoculagéo 60 2,3 3,8 0,8
E. contortisiliquum  Sem inoculagdo 60 35 0,9
E. contortisiliquum  Sem inoculagéo 60 3,5 31
E. contortisiliquum  Sem inoculagdo 120 2,4 3,8 34
E. contortisiliquum  Sem inoculacéo 120 2,8 4,2 2,1
E. contortisiliquum  Sem inoculacéo 120 4,0 3.2
E. contortisiliquum  Sem inoculagdo 120 4,3 2,1
E. contortisiliquum  Rizdbio 30 2,4 2,9 2,2
E. contortisiliquum  Rizobio 30 2,1 2,1 0,5
E. contortisiliquum  Rizobio 30 2,5 2,0
E. contortisiliquum  Rizobio 30 3,0
E. contortisiliquum  Rizobio 60 2,7 3,5 34
E. contortisiliquum  Rizdbio 60 2,8 3,7 2,9
E. contortisiliquum  Rizobio 60 3,7 2,3
E. contortisiliquum  Rizobio 60 35 3,0
E. contortisiliquum  Rizdbio 120 3,0 4,2 2,2
E. contortisiliquum  Rizobio 120 2,7 4.4 2,6
E. contortisiliquum  Rizobio 120 4.4 2,7
E. contortisiliquum  Rizobio 120 4,3
E. contortisiliguum  Rizobio + FMAs 30 2,0 2,9 2,6
E. contortisiliquum  Rizébio+ FMAs 30 2,1 2,9 0,8
E. contortisiliquum  Rizébio+ FMAs 30 2,8 2,5
E. contortisiliquum  Rizobio+ FMAs 30 2,9 2,5
E. contortisiliquum  Rizobio+ FMAs 60 2,8 3,7 1,2
E. contortisiliguum  Rizobio + FMAs 60 2,3 3,7 0,8
E. contortisiliquum  Rizobio+ FMAs 60 3,6 0,6
E. contortisiliquum  Rizébio + FMAs 60 3,6 0,6
E. contortisiliquum  Rizobio + FMAs 120 2,7 4,1 2,6
E. contortisiliquum  Rizobio + FMAs 120 3,0 4,3 3,7
E. contortisiliquum  Rizébio+ FMAs 120 4,3 3,0
E. contortisiliquum  Rizobio+ FMAs 120 4,3 31
E. speciosa Sem inoculagdo 30 34 3,0 1,1
E. speciosa Sem inoculagdo 30 2,8 2,9 2,2
E. speciosa Sem inoculagdo 30 2,7 2,3
E. speciosa Sem inoculagdo 30 3,0
E. speciosa Sem inoculagdo 60 31 3,2 2,8

continua
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continuagéo

Espécies Tratamentos Dosesde N 3meses 5meses 6 meses

(mg kg solo™) atomos de °N (%)
E. speciosa Sem inoculagdo 60 3,5 2,9 1,3
E. speciosa Sem inoculagdo 60 2,7 3,0
E. speciosa Sem inoculagédo 60 2,4 1,2
E. speciosa Sem inoculagdo 120 2,6 4,3 24
E. speciosa Sem inoculagdo 120 3,7 4,3 3,7
E. speciosa Sem inoculagédo 120 4,3 3,0
E. speciosa Sem inoculagdo 120 4,3 3,6
E. speciosa Rizébio 30 2,9 31 2,7
E. speciosa Rizobio 30 3,0 2,9 0,8
E. speciosa Rizébio 30 29 2,7
E. speciosa Rizbbio 30 3,2 2,1
E. speciosa Rizobio 60 3,3 34 1,5
E. speciosa Rizobio 60 3,6 3,7 0,8
E. speciosa Rizdbio 60 3,7 31
E. speciosa Rizébio 60 3,5 3,1
E. speciosa Rizobio 120 4,0 2,6 3,7
E. speciosa Rizobio 120 2,6 2,3 34
E. speciosa Rizébio 120 2,2 2,7
E. speciosa Rizdbio 120 2,1 3,3
E. speciosa Rizébio + FMAs 30 2,9 31 2,3
E. speciosa Rizobio + FMAs 30 3,1 3,3 1,5
E. speciosa Rizébio + FMAs 30 2,9 1,6
E. speciosa Rizébio + FMAs 30 3,0 0,6
E. speciosa Rizobio + FMAs 60 3,8 3,8 1,5
E. speciosa Rizébio + FMAs 60 3,7 3,8 32
E. speciosa Rizébio + FMAs 60 3,7 0,6
E. speciosa Rizébio + FMAs 60 33 1,7
E. speciosa Rizébio + FMAs 120 2,9 2,0 31
E. speciosa Rizobio + FMAs 120 3,7 1,8 3,8
E. speciosa Rizébio + FMAs 120 4,2 3.2
E. speciosa Rizébio + FMAs 120 4,3 2,5
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 30 2,4 2,9 2,0
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 30 2,3 31 1,8
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 30 2,9 0,8
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 30 2,6 0,7
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 60 2,6 3,7 24
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 60 3,5 3,0
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 60 31 1,2
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 60 3,5 31
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 120 4,2 3,6

continua
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continuacao

Espécies Tratamentos Dosesde N 3meses 5meses 6 meses

(mg kg solo™) atomos de °N (%)
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 120 4,1 35
M. caesalpiniifolia Sem inoculagdo 120 4,2 2,3
M. caesalpiniifolia Sem inoculagédo 120 3,2 3,7 1,5
M. caesalpiniifolia Rizobio 30 2,7 2,8 24
M. caesalpiniifolia Rizébio 30 19 2,9 2,1
M. caesalpiniifolia Rizdbio 30 2,7 1,0
M. caesalpiniifolia Rizébio 30 2,3 2,1
M. caesalpiniifolia Rizobio 60 2,8 3,6 2,3
M. caesalpiniifolia Rizobio 60 31 34 2,8
M. caesalpiniifolia Rizébio 60 3,7
M. caesalpiniifolia Rizbbio 120 2,9 3,2 35
M. caesalpiniifolia Rizobio 120 2,9 34
M. caesalpiniifolia Rizobio 120 4,1 2,4
M. caesalpiniifolia Rizdbio 120 4,1 3,7
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 30 2,0 2,5 2,1
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 30 2,0 2,9 1,3
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 30 2,8 2,1
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 30 2,4 2,2
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 60 34 35 1,2
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 60 2,7 3,6 1,7
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 60 3,6 21
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 60 3,6 1,6
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 120 3,2 4,1 35
M. caesalpiniifolia Rizobio + FMAs 120 29 4,2 34
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 120 4,3 4,1
M. caesalpiniifolia Rizébio + FMAs 120 4,3 3,7
*d

lados ndo inseridos nos célculos de %NPPfix (nitrogénio na planta proveniente da fixacao)
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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