Universidade de S&o Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Efeito da inoculagdo com rizobio no estabelecimento, crescimento
inicial e abundancia natural de N em leguminosas (Fabaceae)
arbdreas nativas plantadas por semeadura direta

Pablo Guenther Soares

Dissertacdo apresentada para obtengdo do
titulo de Mestre em Recursos Florestais, com
op¢do em Conservacdo de Ecossistemas
Florestais

Piracicaba
2007



Pablo Guenther Soares
Engenheiro Florestal

Efeito da inoculagdo com rizdbio no estabelecimento, crescimento inicial e
abundancia natural de °N em leguminosas (Fabaceae) arbéreas nativas
plantadas por semeadura direta

Orientador:
Prof. Dr. RICARDO RIBEIRO RODRIGUES

Dissertacdo apresentada para obtencdo do titulo de
Mestre em Recursos Florestais, com op¢do em
Conservacao de Ecossistemas Florestais

Piracicaba
2007



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagéo (CIP)
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - ESALQ/USP

Soares, Pablo Guenther

Efeito da inoculagé@o com rizébio no estabelecimento, crescimento inicial e abundancia
natural de >N em leguminosas (Fabacae) arbdreas nativas plantadas por semeadura
direta / Pablo Guenther Soares. - - Piracicaba, 2007.

69 p. :il.

Dissertacéo (Mestrado) - - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 2007.
Bibliografia.

1. Bactérias fixadoras de nitrogénio 2. Fixacéo de nitrogénio 3. Florestas — Restauracéo
4. Leguminosas 5. Matas ciliares 6. Nitrogénio 7. Semeadura . Titulo

CDD 634.94

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



Este trabalho ¢ dedicado a

Bluma Guenther Soares,

Mauro Lima Soares,

Leonardo Bier de Cicco (in memorian)

¢ Johanna Ddbereiner (in memorian).



AGRADECIMENTOS

Sinceros agradecimentos a Otiniel Aleixo, Francisco Antoniolli, Denis Araki, Maicon Araki,
Geraldo de Arruda Jr., Claudinei Arsénio, Fabiano Balieiro, Fabiana Basso, Dyeme Bento,
Milene Bianchi, Michele Bordini, Alice Braga, Pedro Brancalion, Luis Vicente Bufo, Plinio
Camargo, Eduardo Campello, Thomaz Carvalho, Cintia Cavalcanti, Helena Chamma, Daiana
Correa, Fernando Cunha, Ana Claudia Destefani, Carlos Tadeu Dias, Caio Esteves, Karine
Faleiros, Diego Fernandes, Marina Fleury, Fabiana Fracassi, Avilio Franco, Flavia Gava,
Catarina Germuts, André Godoy, Pedro Gongalves, Ingo Isernhagen, Jodo Jabur, Ana Catarina
Jacovac, Milton Jarreta Jr., Vania Korman, Renato Lima, Robson Lopes, Roriz Machado, Luis
Martinelli, Aluisio Martins, Susian Martins, Sérgio Miana, Marcelo Moreira, Gabriela
Nardoto, Pedro Nobrega, Ana Novembre, Ana Oliveira, Mariana Pardi, Edu Pedrasse, Rose
Pereira, Maria Antonia Perez, Sonia Piedade, Fatima Pina-Rodrigues, Alexander Resende,
Lucia Richa, Alessandro Riffel, Ricardo Rodrigues, Marcelo Savoy, Eliane da Silva, Telmo da
Silva, Bluma Soares, Gabriel Soares, Mariana Soares, Mauro Soares, Kathia Sonoda, Salim de
Souza Jr., Simdo de Souza, Gabriela Tavares, Ricardo Viani, Vivian Vilela, Carolina Wendel,
Cristina Yuri, Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES;
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA Agrobiologia (Seropédica - RJ);
Usina Vale do Rosario (S@o Joaquim da Barra - SP), incluindo Edson (viveiro), Cido, Lucio,
Daniel e todos os trabalhadores do setor de reflorestamento desta empresa; estagiarios,
funciondrios e pos-graduandos do Laboratorio de Ecologia Isotopica do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura — CENA/USP; alunos, professores e funcionarios do Laboratorio de
Tecnologia de Sementes do Depto. de Produgdo Vegetal ESALQ/USP; Hotel Casa Grande
(Orlandia - SP), Hotel Garcia (Morro Agudo - SP), Bioflora Comercial Ltda., Camara Mudas
Florestais, Se¢do de Normalizacdo da Documentagdo da Biblioteca Central ESALQ/USP,
Associagao Brasileira de Estudantes de Engenharia Florestal - ABEEF, Centro Académico de
Engenharia Florestal - CAEF ESALQ/USP, Centro Académico “Luiz de Queiroz” — CALQ,
Fender Instrumentos Musicais, republicas Antena, Brejao e Mata-Burro, todos os alunos de
graduacdo em Engenharia Florestal, todos os Pods-graduandos em Recursos Florestais e
Ecologia de Agroecossistemas ¢ a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a

realizacdo deste trabalho. Que Deus os acompanhe.



“Nosso povo viveu durante alguns milhares de anos
aqui. Nao tinhamos nenhuma escola de engenharia

florestal aqui ndo. Nao tinhamos manejo de floresta.”

Ailton Krenak
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RESUMO

Efeito da inoculacio com rizobio no estabelecimento, crescimento inicial e abundancia
natural de °N em leguminosas (Fabaceae) arbéreas nativas plantadas por semeadura direta

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inoculacdo com rizobio no
estabelecimento, crescimento inicial e em alguns aspectos da dindmica de N em folhas de
leguminosas (Fabaceae) arboreas nativas plantadas por semeadura direta no campo, em area de
mata ciliar no Estado de Sdo Paulo. Foi avaliada a emergéncia de plantulas (% em rela¢do ao
numero de sementes plantadas) até os 3 meses apds a semeadura (MAS) e o crescimento em altura
aos 13 MAS. O fracionamento isotopico do N foliar também foi avaliado, pelo método da
abundancia natural do "N, além da concentracio de N e a razdo C/N foliar. Acacia polyphylla foi
usada como planta-referéncia nao-fixadora de N,. Em relagdo ao desenvolvimento inicial, houve
grande variagdo entre as espécies estudadas. Acacia polyphylla e Enterolobium contortisiliquum
apresentaram taxa de germinagdo mediana e rapido crescimento. Mimosa bimucronata e
Parapiptadenia rigida tiveram crescimento relativamente rapido, porém baixo potencial
germinativo. Erythrina speciosa e Poecilanthe parviflora, com crescimento lento, apresentaram
germinagio elevada no campo. As espécies fixadoras de N, mostraram 8'°N médio de 2,7%o,
enquanto que a referéncia Acacia polyphylla se mostrou cerca de 4,0%o mais enriquecida em "°N.
Erythrina speciosa e Ormosia arborea apresentaram os menores valores de 8'°N, enquanto que
Parapiptadenia rigida, enriquecida em "N, mostrou estar obtendo N exclusivamente do solo.
Poecilanthe parviflora, Mimosa bimucronata e Enterolobium contortisiliguum apresentaram
valores intermediarios de &N, com grande variagdo entre os individuos amostrados. A
concentragdo de N nos tecidos foliares variou entre 1,5% ¢ 3,6%. De forma geral, esta variavel
ndo mostrou relagdo direta com o 8N das plantas. A menor razio C/N foi observada em
Enterolobium contortisiliquum e Erythrina speciosa, seguida por M. bimucronata. Nas condigoes
experimentais locais, as plantas ndo responderam a inoculagdo com rizobio em nenhum dos
parametros avaliados (estabelecimento, crescimento inicial, 5"°N, concentragdo de N ¢ razdo
C/N). As espécies de crescimento mais lento e com alta incidéncia de herbivoria observados no
campo (E. speciosa e O. arborea) foram também as que apresentaram &'°N na faixa considerada
como de ocorréncia da fixagdo bioldgica de nitrogénio. Os resultados indicam, para as outras
espécies, maior aquisi¢do de N proveniente do solo.

Palavras-chave: Restauragdo Florestal; Semeadura Direta; Leguminosas Arboreas; Fixacgao
Biolégica de Nitrogénio; Abundéncia Natural de "N



ABSTRACT

Effect of rhizobia inoculation on establishment, initial growth and 5N natural abundance in
direct-seeded native legume (Fabaceae) trees

The aim of this work was to assess the effect of rhizobia inoculation on the establishment,
early growth and some aspects of N dynamics in direct-seeded native legume (Fabaceae) trees in a
riparian zone of Sdo Paulo State, Southeastern Brazil. Seedling emergency (% of total planted
seeds) was evaluated until three months after sowing (MAS), and the height of the trees were
measured at 13 MAS. Isotopic N fractionation was also assessed by the '°N natural abundance
method, as well as foliar N content and C/N ratio. Acacia polyphylla was used as a non-N,-fixing
reference plant. Acacia polyphylla and Enterolobium contortisiliquum grew most rapidly, with
moderate germination rate. Mimosa bimucronata and Parapiptadenia rigida were fast-growing
but with low establishment rate. Erythrina speciosa and Poecilanthe parviflora showed low
growing rate, but high germination potential. The N-fixers showed an average foliar 5'°N of
2,7%o, while the reference-plant was 4,0%0 more N enriched. Erythrina speciosa and Ormosia
arborea showed the lowest 8'°N values. The high 8'°N of Parapiptadenia rigida probably
indicated that it is obtaining N exclusively from the soil. Poecilanthe parviflora, Mimosa
bimucronata and Enterolobium contortisiliquum showed intermediate 8'°N values, with strong
variations among the sampled individuals. Foliar N concentrations varied from 1,5% to 3,6%. In
general, N concentrations were not correlated with foliar 5'°N. The lowest C/N ratio was observed
on E. contortisiliquum and E. speciosa, followed by M. bimucronata. In this field trial conditions,
rhizobia inoculation did not show differences in all surveyed parameters (establishment, early
growth, foliar 8'°N, total N content and C/N ratio of trees). The slow-growing species, E. speciosa
and O. arborea, that also had a high herbivore attack observed in the field, showed foliar 3'°N in
the biological N, fixation range. The results suggested, for the other species, a larger soil N
acquisition.

Keywords: Forest Restoration; Direct Seeding; Legume Trees; Biological Nitrogen Fixation; "N
Natural Abundance



1 INTRODUCAO

Com a chegada dos europeus e o advento da civilizagdo moderna, gradativamente foi-se
adotando um novo modelo de desenvolvimento humano na América tropical. Notado pela
aglomeragdo populacional em grandes centros urbanos, nas 4areas rurais este modelo se
concretizou pela devastacdo incondicional das florestas naturais seguida, muitas vezes, pela
exploragdo agropecuaria em larga escala com base na monocultura, concentragdo fundidria e de
renda — premissas basicas do colonialismo. Neste processo foram empregadas praticas agricolas
tipicas de regides de clima temperado, muitas vezes inadequadas as situagdes de solo e clima
tropicais, resultando em impactos negativos ao ecossistema. Com o passar do tempo, alastrou-se a
degradagdo ambiental, marcada pela perda de biodiversidade, erosdao e perda de solos, alteragdes
no regime hidrico, emissdo crescente de poluentes e residuos toéxicos, causando inclusive
prejuizos econdmicos e comprometendo a qualidade de vida.

Historicamente, enquanto o conhecimento tradicional e a cultura de seus habitantes
originais dizimados s3o praticamente desconhecidos e ja ndo mais acessiveis sequer para o saber
cientifico, a Mata Atlantica brasileira vem sucumbindo, principalmente na regido sudeste, em
virtude da explosdo demografica acompanhada da industrializagdo e agricultura predatorias. Hoje
representa cerca de 5% de sua dimensdo original, estando na maioria dos casos reduzida a
fragmentos isolados, mostrando tendéncias a degradag¢do tanto pelo impedimento de trocas
genéticas adequadas, levando ao risco de extingdo das espécies a médio e longo prazo, quanto
pela pressao antropica ainda existente sobre essas areas.

O estado de Sdo Paulo, notavel pelo seu desenvolvimento econdmico, ¢ tido como
principal poténcia entre as demais unidades da federacdo, desde os tempos mais remotos da
republica brasileira. Apresenta como grande bandeira desenvolvimentista o agronegocio. Este,
responsavel pela prosperidade no interior, tem na cultura da cana-de-agticar sua principal fonte de
geracao de renda, representando em peso a pauta de exportacdes e sobretudo o fornecimento de
biocombustivel, alavancando a economia nacional. Tendo em vista a crescente demanda por
fontes renovaveis de energia, a perspectiva futura ¢ de uma difusdo ainda maior da lavoura
canavieira por parte dos produtores rurais, levando a ampliagdo da area plantada e a criagdo de

novas usinas para o refino de agucar e alcool. Com esse atrativo econdmico promissor, os
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remanescentes de floresta nessas regides vém sendo suprimidos para dar lugar a cana-de-acucar e
hoje em dia se encontram bastante ameagados.

Tradicionalmente, as areas mais proximas as nascentes, corregos, rios e lagos sao as mais
procuradas para atividades agropecudrias, devido as condi¢des de umidade mais favoraveis ao
desenvolvimento vegetal e por ser fonte de dgua para o gado. As florestas ali existentes, chamadas
de matas ciliares, constituem importantissimo corredor ecoldgico, fundamentais para garantir a
conectividade entre os fragmentos florestais, além da 6bvia protecao aos mananciais e a qualidade
da dgua. Em func¢do disso, a legislacdo brasileira prevé a responsabilidade do proprietario rural na
preservacgdo florestal dessas areas, descritas como de preservacdo permanente (APP) no Codigo
Florestal Brasileiro (lei n°® 4771/1965), vedando o uso destas para a agricultura ou quaisquer
atividades que prevejam o seu corte raso.

Nos tultimos tempos a fiscalizagdo tem se mostrado mais eficaz na protecao da natureza e
na garantia do cumprimento da lei. Os orgdos certificadores, especialmente os de ambito
internacional, também aperfeicoaram suas cobrancas frente aos grandes empreendimentos
agroindustriais. As empresas, buscando maior competitividade para seus produtos frente as
exigéncias do mercado externo, se viram entdo forcadas a arcar com a responsabilidade ambiental
de suas atividades, o que implica, entre outras tarefas, no reflorestamento com espécies nativas
nas APPs de suas propriedades e nas das fazendas fornecedoras de matéria-prima. Em funcdo do
nivel de degradacdo das matas ciliares, da extensdo da area a ser recuperada e, conseqiientemente,
do alto custo financeiro envolvido na restauracdo dessas florestas, torna-se imperiosa a
participagdo da ciéncia na elaboragao e execugdo dos projetos, gerando conhecimento e difusdo de
técnicas capazes de promover a retomada do ambiente florestal da forma mais rapida e menos
onerosa possivel.

A semeadura direta de espécies florestais recentemente tem se apresentado como
alternativa ao plantio de mudas de arvores, tendo como principais atrativos a redugdo dos custos
de implantagdo relacionada com a eliminacdo da fase de viveiro e a possibilidade de operagdao em
areas de dificil acesso. Em contrapartida, cuidados extras sd@o necessarios para a obtencdo de
sucesso com este método, no que se refere ao condicionamento do substrato onde germinarao as
sementes e crescerdo as plantulas, ao controle adequado de plantas invasoras e, principalmente, a
escolha de espécies capazes de germinar e se desenvolver nessas condi¢cdes. A familia das

leguminosas (Fabaceae), amplamente diversa e bem distribuida nos trdpicos, tem muitas espécies



11

capazes de formar simbiose com microorganismos do solo eficiente em fixar o nitrogénio
atmosférico. Isto as torna mais aptas ndo so a tolerar condi¢gdes adversas, mas em contribuir com a
retomada definitiva do processo natural de sucessao ecologica. Por isso, € presenca obrigatoria em
diversas situagdes de plantio de arvores em areas degradadas. Devido a rusticidade que muitas
espécies apresentam, € provavel que elas tenham também mais chances de sucesso na restauracao
florestal com técnicas de plantio que exijam mais da planta em sua fase inicial, como a semeadura

direta no campo.

1.1 Revisao Bibliografica

Ao longo da historia recente da América tropical, a busca pelo desenvolvimento das
nagdes levou a devastacdo de extensas areas de florestas naturais, principalmente para a
agricultura comercial em larga escala destinada a abastecer o mercado externo. Dentre as
inameras atividades antropicas de ocupacao e uso do solo, a exploragdo agropecuaria intensiva ¢ a
responsavel pela maior extensdo de areas degradadas (DIAS; GRIFFITH, 1998), muitas vezes
como resultado de praticas inadequadas as condigdes de solo e clima tropicais (PRIMAVESI,
1999). O impacto das obras de engenharia ¢ das atividades de mineragdo a céu aberto certamente
sensibiliza a populacdo de modo geral; no entanto, ao avaliar a extensdo da degradagdo causada,
verifica-se que ela ¢ minima, comparativamente ao desmatamento ou ao superpastejo (DIAS;
GRIFFITH, 1998). Apesar disso, Balensiefer (1998) ressaltou que, das atividades degradantes, a
que mais contribui com tecnologia ¢ a mineragdo, estando muito a frente nas pesquisas de
recuperacdo de ecossistemas com relagdo as demais atividades.

No Brasil, o primeiro exemplo de agricultura em larga escala foi com a cultura do café
(Coffea arabica L.). Como produto de exportagdo em meados do séc. XIX ¢ inicio do séc. XX,
este foi crucial para a consolidagdo da nagdo brasileira no periodo imperial e da economia nas
primeiras décadas da republica, sendo responsavel também por grandes transformagdes sociais no
meio rural e modernizagdo dos centros urbanos, principalmente na regido sudeste (MEDICCI,
2006). A Mata Atlantica em grande parte desta regido logo deu lugar a vastos cafezais, levando a
uma drastica mudanca na paisagem e deixando um rastro de empobrecimento do solo e

degradagdo ambiental acentuada, principalmente nas areas montanhosas (DEAN, 1997).



12

O desmatamento continua seguindo a niveis alarmantes, geralmente para a conversdao de
areas florestadas em agricultura e pastagens. A fragmentagdo de florestas, decorrentes dessas
atividades, constitui séria ameaga a manutencdo da biodiversidade (RAMBALDI; OLIVEIRA,
2003). A ampliagdo de novas fronteiras agricolas ainda ¢ comum entre os paises em
desenvolvimento. Segundo estudos recentes da FAO (2005), cerca de 13 milhdes de hectares de
floresta sdo perdidos por ano no mundo, sendo que os dez paises com maiores perdas liquidas no
periodo 2000-2005 somam um desmatamento anual de 8.2 milhdes de hectares; o Brasil lidera
com pouco mais de 3 milhdes de hectares de floresta (0,4 % do total) devastados por ano. A
América do Sul, regido do planeta com maior porcentagem de area florestada, entre 2000 e 2005
sofreu as maiores perdas de florestas entre as demais regides — cerca de 4.300.000 ha ano™ —
seguida pela Africa, que perdeu anualmente 4.000.000 ha. Esta posi¢do muito se deve & abertura
de areas na floresta Amazonica para projetos de colonizagdo e infra-estrutura, muitas vezes
incentivados pelos governos (AB’ SABER, 2004; LAURANCE et al., 2004). Ainda segundo a
FAO (2005), embora as taxas de desmatamento sejam altas na floresta tropical densa, sdo ainda
maiores nas formagoes florestais abertas ¢ deciduas, como no nordeste e centro-oeste brasileiros.
Particularmente, o bioma do Cerrado vem sendo sumariamente devastado para dar lugar a
pecuaria extensiva e producdo de graos, constituindo séria ameaga a biodiversidade ainda
existente (MACHADO et al., 2004).

A extragdo de madeira e exploracao de espécies de alto valor econdmico contribui com a
degradagdo, mas ndo pode ser culpada pelo processo inteiro, uma vez que fazendeiros geralmente
vém em seguida estabelecendo na area novas frentes de colonizacdo agropecuaria (FAO, 2005).
Ao mesmo tempo, a populagdo mundial nunca cresceu tdo rapidamente. No entanto, a relagdo
direta da explosdo demografica com o desmatamento para suprir a demanda por terras
agricultaveis tornou-se menos evidente (MEYER; TURNER II, 1992). Nas ultimas décadas, a
expansdo da agricultura esteve mais predominantemente associada com a conversdo direta de
florestas em agricultura permanente (ou outros usos) em pequena ¢ larga escala do que com a
agricultura migratoria de cultivo e pousio (FAO, 2001), o que implica que fatores econdmicos e
politicos alheios aos cultivos de subsisténcia estdo sendo mais decisivos no processo de
desmatamento.

Notavel pela supremacia econdmica frente as demais Unidades da Federagdo, Sao Paulo

tem na producdo agricola sua maior fonte de geracdo de divisas. Destaque nacional neste setor
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(VICENTE, 2006), tem na cana-de-aglicar sua principal cultura comercial. E lider de produgio no
pais, com uma area de cana plantada de 3,2 milhdes de hectares e uma safra de 266 milhdes de
toneladas no ano de 2005 (BRASIL, 2006), levando a nagdo ao posto de maior produtor e
exportador mundial de agucar e alcool. Essa condi¢do, somada a maior disponibilidade em
potencial de novas areas agricultaveis, deixa o Brasil com grandes vantagens em relacdo a
produgdo e consumo de biocombustiveis (WRIGHT, 2006; BOCKRIS, 2007).

Tendo em vista a previsdo de esgotamento dos combustiveis fosseis, o risco ambiental
decorrente de seu uso (CHOW et al., 2003) e a crescente demanda por fontes renovaveis de
energia (LAL, 2005), a perspectiva futura ¢ de uma difusdo ainda maior da lavoura canavieira por
parte dos produtores rurais, levando a amplia¢ao da area plantada e a criagdo de novas usinas para
o refino de actcar e alcool. Com esse atrativo econOmico promissor, a pressao sobre o0s
remanescentes de floresta em areas de interesse para a expansao canavieira pode ainda aumentar,
como ¢ a previsdo para o Estado do Mato Grosso do Sul (CORREA, 2006). Em Sio Paulo, a
devastacdo reduziu a area coberta por vegetacao natural para 13% (3.398.605 ha) da original, que
antes ocupava 81,8% do seu territorio (KRONKA et al., 2003), principalmente para a substituicao
de florestas por agricultura. Os remanescentes florestais do Estado se encontram em sua maioria
em terrenos de forte declividade no litoral, como a Serra do Mar, e bastante escassos em regides
como a do planalto paulista (SAO PAULO, 2005a).

Pela legislacdo brasileira, as areas situadas ao longo das margens de cursos d’agua e
nascentes sdo consideradas de preservacdo permanente (APPs), sendo obrigatéria a manutengao
de sua cobertura florestal nativa, protegida do corte (BRASIL, 1965, 2002). Em areas agricolas, o
exemplo de APP mais ameagado pela agdo humana ¢ a mata ciliar. No estado de Sao Paulo esta ¢
prioridade e constitui o principal alvo das acdes de restauragdo de areas degradadas pela
agricultura (SAO PAULO, 2005b). A vegetacio ciliar é um elemento chave da paisagem,
servindo como corredores ecologicos naturais, que possibilitam o fluxo de animais e propagulos
(polen e sementes) ao longo de sua extensdo e interligam importantes fragmentos florestais
(KAGEYAMA et al., 2001). Além disso, essas formagdes florestais tém importancia vital para a
protegdo dos mananciais, pois evitam a erosdo e perdas de solo (LAL, 1996) e mantém a
qualidade da 4gua e a regularidade do fluxo hidrico (SUN et al., 2005).

Os fragmentos de vegetacdo ou florestas fronteirigas as areas afetadas pela acdo humana

tétm grande importdncia como fornecedores de propagulos vegetativos promotores da
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recolonizacao vegetal (RODRIGUES et al., 2004). Quando as fontes de propagulos estdo muito
distantes da area a ser recuperada, ou seja, quando a matriz regional ndo ¢ mais a florestal,
constituindo-se em extensas areas fortemente alteradas ou degradadas, a simples condugdo da
regeneracdo natural ndo ¢ suficiente para garantir o retorno do ecossistema as suas fungdes
ecoldgicas originais (RODRIGUES; GANDOLFI, 2004). Faz-se necessaria, portanto, a
intervengdo antrépica no sentido de se reintroduzir espécies vegetais capazes de promover a
retomada do processo de restauracdo das florestas.

Em diversas atividades de revegetagdo, a escolha de espécies arbdreas tem sido feita de
maneira indiscriminada quanto ao seu local de origem. Geralmente ela ¢ capitaneada por outros
atributos, como a disponibilidade de sementes, o conhecimento das caracteristicas silviculturais e
o rapido crescimento (CAMPELLO, 1998). O objetivo, na maioria dos casos, ¢ o retorno do
ecossistema a algumas de suas fungdes ecologicas originais, como a estabilizacdo do solo ¢ a
regulagdo climatica, ou que promovam o desenvolvimento econdmico local (ENGEL;
PARROTTA, 2003). Pouca importancia ¢ dada a flora local e a estrutura das formagdes vegetais
que ali existiam. O uso de espécies nativas em APPs ¢ recomendavel, uma vez que as espécies
que evoluiram na regido tém mais probabilidade de encontrar os seus polinizadores, dispersores
de sementes e predadores naturais, fatores fundamentais para que as populagdes implantadas
tenham a reproducdo e a regeneracdo asseguradas (KAGEYAMA; GANDARA, 2004). Além
disso, as arvores nativas introduzidas podem ter uma maior adaptabilidade as condigdes
edafoclimaticas da regido (ENGEL; PARROTTA, 2003).

A forma mais comum de revegetacdo com arvores tem sido o plantio de mudas
(KAGEYAMA et al., 2001). Uma técnica alternativa de restauragdo de florestas ¢ a semeadura
direta de espécies arboreas no campo (ENGEL; PARROTTA, 2001; CABIN et al., 2002; DOUST
et al., 2006). A semeadura direta apresenta como principal vantagem redugdes dos custos de
implantacdo, com a eliminagdo da fase de viveiro, e da mao-de-obra, importante em areas carentes
de recursos ou de dificil acesso (BARNETT; BAKER 1991). Dispondo-se de grande quantidade
de sementes, pode-se revegetar uma area com uma densidade maior de individuos, resultando em
uma ocupagao mais rapida pelas arvores. Além disso, com as sementes germinando diretamente
no solo as raizes se desenvolvem normalmente, sem as limitagdes de crescimento que teriam em
tubetes ou em sacos plasticos (FLORES-AYLAS, 1999), desde que as condi¢des fisicas do

substrato sejam favoraveis.
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A semeadura direta, utilizada ha décadas em reflorestamento com coniferas em diversos
paises de clima temperado (DERR; MANN, 1971; HUNT; MCMINN, 1988), recentemente vem
sendo apreciada para a restauracdo de ecossistemas florestais nos tropicos (SUN et al., 1995;
BARRON; DALTON, 1996; KNIGHT et al., 1998; BROFAS; KARETSOS, 2002). No Brasil,
onde essa técnica ainda ¢ pouco empregada, os trabalhos de pesquisa com fins ambientais tém se
intensificado nos ultimos anos, para a recuperacdo de areas mineradas (PARROTTA;
KNOWLES, 1999), da Amazonia (CAMARGO et al., 2002) e para a restauracao de matas ciliares
(BARBOSA et al., 1992; ALMEIDA, 2004). Engel e Parrotta (2001), Ferreira (2002) e Araki
(2005) confirmaram a viabilidade da implantacdo de florestas nativas por semeadura direta.
Contudo, devido a vasta diversidade da flora brasileira e a grande extensdo de zonas riparias
degradadas, estudos envolvendo um maior numero de espécies sdao de extrema importancia.

O nitrogénio ¢ o componente mais abundante na atmosfera, encontrando-se numa forma
combinada (N;) que as plantas ndo sdo capazes de aproveitar. Nos sistemas terrestres, ¢ o
elemento quimico mais limitante para o crescimento vegetal (PEDROSA et al., 2000), e ¢ o que
proporciona maiores respostas na cronosseqiiéncia da sucessdo ecoldgica (HRSAK, 2004). O
aumento do uso de fertilizantes nitrogenados representa grande 6nus energético, devido ao gasto
de combustiveis fosseis para sintetiza-lo, aos desperdicios decorrentes da aplicagdo e do baixo
aproveitamento dos adubos no sistema solo-planta. Além disso, pelo aquecimento global oriundo
da queima de derivados de petréleo, pela contaminacdo do lengol freatico, pelos riscos de
vazamento de amoOnia e aumento de Oxido nitroso atmosférico, o nitrogénio produzido
artificialmente causa sérios danos ambientais, sobretudo a satide humana (HARDY, 1993).

Em areas degradadas ou fortemente alteradas pela acdo antrdpica, onde o teor de matéria
organica do solo j& ¢ muito baixo, o crescimento satisfatorio das plantas s6 € possivel com a
adi¢ao de grandes quantidades de composto organico, adigao freqiiente de adubos nitrogenados ou
utilizando o nitrogénio atmosférico, num processo natural conhecido como Fixa¢do Bioldgica de
Nitrogénio (FBN): através da quebra da ligagdo tripla do N, por microorganismos diazotréficos, o
nitrogénio ¢ convertido em amodnia e disponibilizado para as plantas (PEDROSA et al., 2000). A
FBN constitui uma alternativa ecoldgica e econdmica aos fertilizantes nitrogenados porque, além
de dispensar o uso desses adubos, todo o N fixado biologicamente ¢ aproveitado pela planta,

quando em associagio (FRANCO; DOBEREINER, 1994).
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Entre as espécies pioneiras, ou seja, tolerantes a luz direta e que iniciam o processo de
sucessdo vegetal (BUDOWSKI, 1965), as leguminosas (familia Fabaceae) despertam grande
interesse, ja que em sua maioria, sdo lenhosas e perenes, se adaptam aos mais diversos biomas
brasileiros e¢ formam simbiose eficiente com bactérias do género Rhizobium (comumente
denominadas rizobio), que fixam nitrogénio atmosférico. Isto as torna mais aptas ndo s a tolerar
condi¢des adversas, mas em contribuir com a retomada do processo natural de sucessdo ecoldgica.
Essa associacdo, caracterizada pela presenca de nddulos nas raizes, pode incorporar até¢ 500 kg ha
"ano™ de N ao sistema solo-planta (FRANCO; FARIA, 1997) sendo particularmente importante
nas condi¢des dos paises tropicais, onde o uso de fertilizantes nitrogenados ndo ¢ amplamente
difundido e a economia com estes insumos representa um ganho de produtividade para produtores
menos capitalizados. Em areas agricultaveis sob o regime tradicional da derrubada e queima
seguida por pousio, a FBN pela simbiose rizoébio-leguminosa ¢ tida como a principal forma da
vegetacao secundaria de recuperar as perdas de N sofridas pela volatilizagdo e lixiviacao de
nitrato (GEHRING et al., 2005). As leguminosas nodulantes contribuem com a recuperacao do
solo pela deposi¢ao de material vegetal com baixa relagdo C/N, aumentando a atividade biologica
e atuando como agente formador de matéria organica (FRANCO et al., 1992; LAVELLE, 2000).
Esses atributos assumem grande importancia principalmente em solos pobres ou que ja se
encontram desprovidos da sua camada organica superficial. A deposi¢do das folhas e o
crescimento radicular estabilizam o solo, proporcionando também melhorias fisicas que atenuam
o impacto das chuvas e os processos erosivos, criando condi¢des propicias para o estabelecimento
de outras espécies mais exigentes (REQUENA et al., 2001).

A disponibilidade de nitrogénio pode atuar como um mecanismo importante no controle da
taxa, direcdo e substituicdo de espécies que regulam a sucessdo; em areas degradadas, onde ha
baixa disponibilidade de N, as leguminosas arboreas mostram-se como uma fonte primaria de
nitrogénio capaz de permitir a retomada do ambiente florestal (LAMB, 1980 apud CAMPELLO,
1998). Experiéncias bem-sucedidas com leguminosas arboreas tém sido documentadas na
recuperacdo de solos degradados, muitas vezes com pouca ou nenhuma matéria organica em suas
camadas superficiais (FRANCO et al., 1995; SCOTTI; CORREA, 2004; CARPENTER et al.,
2004).

As leguminosas englobam aproximadamente 18000 espécies conhecidas (BARROSO et

al., 1986; SPRENT, 1995) e sdo amplamente distribuidas nos trdpicos, merecendo especial
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destaque devido a sua possibilidade de uso multiplo (NFTA, 2005). Allen e Allen (1981)
publicaram um livro classico reunindo ndo somente tudo o que era sabido sobre a nodulagdao em
leguminosas naquela época, mas também a historia e os usos dos diversos géneros.
Posteriormente, a maior busca por novos géneros e espécies capazes de nodular, principalmente
florestais, foi feita no Brasil (FARIA et al., 1984; SPRENT, 1995). A capacidade de nodular varia
consideravelmente entre as sub-familias: apenas 23% das espécies de Caesalpinioideae estudadas
nodulam, enquanto que para as sub-familias Mimosoideae e Papilionoideae a capacidade de
nodulagao ¢ de 90 ¢ 97% das espécies estudadas, respectivamente (SPRENT, 1995). Segundo este
autor, as leguminosas evoluiram nos tropicos e suas formas mais primitivas eram arvores. Mais
tarde em sua evolucdo, estenderam-se para areas sazonalmente secas e cada vez mais aridas,
sendo muitas delas obrigadas a enfrentar uma série de problemas nutricionais complexos, (muitas
vezes) ndo somente a limitagdo de N. Ele afirma ainda que essa vegetagdo singular necessita
urgente de estudos fisioldgicos, ndo somente pelo seu interesse intrinseco, mas também porque
uma melhor compreensdo de como essas plantas sobrevivem ¢é essencial para um manejo
adequado em ambientes criticos.

Além dos fatores ambientais, a formac¢do de noddulos radiculares e a fixacdo de niveis
elevados de N dependem da afinidade genética entre o hospedeiro e o simbionte (MUTCH;
YOUNG, 2004). A coleta de nddulos de leguminosas arboreas crescendo na natureza (FARIA et
al., 1999), selecdao de estirpes de rizobio eficientes em fixar N (MELLO; FARIA, 1998) para a
multiplicacdo em laboratério e fabricagio de inoculantes (DOBEREINER et al, 1999) constituem
uma importante ferramenta biotecnologica a ser aplicada na recuperagdo de ecossistemas
degradados. Muitas espécies necessitam de estudos mais aprimorados, principalmente quanto ao
seu desempenho em diferentes regides.

O diagndstico da fixagdo de nitrogénio pelas arvores ¢ um ponto fundamental para o
estudo dessas espécies, tanto para o entendimento de seu papel ecologico no ciclo global do N,
como para seu manejo sustentavel apropriado. A busca por ajustamentos metodoldgicos capazes
de proporcionar uma estimativa segura tem sido o principal objeto de estudo entre os
especialistas. A razdo entre dois isotopos estaveis do nitrogénio varia na biosfera como resultado
de fracionamento em processos fisicos, quimicos e bioldgicos. Com o auxilio da determinac¢do da

abundancia natural dos is6topos ou via enriquecimento isotopico, representa uma forma unica de
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avaliacdo direta da FBN, principalmente em condi¢des de campo, em que outras técnicas se
tornam inviaveis (HOGBERG, 1997).

O uso de técnicas isotdpicas teoricamente permite a separacao do N derivado do solo e da
atmosfera. A estimativa baseada na concentracdo de N na biomassa ¢ em métodos de dilui¢ao
isotopica encontra dificuldades técnicas em areas naturais ou em processo de restauragdo,
principalmente para arvores de maior tamanho, comprometendo a eficicia na avaliagdo da fixagao
de N, (SPRENT; PARSONS, 2000). A técnica que se mostra mais promissora para quantificar as
contribuicdes da fixagdo de N em arvores ¢ chamada de ‘abundancia natural do "N’ (SHEARER;
KOHL, 1986), que explora diferengcas 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 (NOs; e NHy) geralmente ¢
naturalmente enriquecido (ou menos frequentemente diluido) no isdtopo pesado do N,
comparado com o N, atmosférico (SHEARER; KOHL, 1986). Variagoes regulares da razio
isotopica de N (">N/"N) podem proporcionar informagdes Uteis a respeito das fontes de N
utilizadas pelas plantas, bem como de aspectos relacionados ao fluxo de N nos ecossistemas.

Existem dois is6topos estaveis de nitrogénio, "*N e "’N. O is6topo pesado, '°N, ocorre no
N, atmosférico numa abundéancia constante de 0,3663 atomos %. Se a abundancia no N do solo
disponivel para as plantas (mineral) ¢ maior que isso, uma estimativa das propor¢des do N contido
nas leguminosas derivado de cada fonte pode ser feita. Para essa estimativa, a abundancia de °N
no N mineral ¢ obtida analisando uma planta referéncia nao fixadora de N, a qual ¢ totalmente
dependente do solo para o seu crescimento. Com o aumento da FBN, a abundancia do "°N nas
plantas fixadoras de N diminui, em funcdo da ‘dilui¢do’ do N assimilado no solo pelo N,
atmosférico de baixo 8"°N fixado nos nédulos radiculares (PEOPLES et al, 1989).

Alguns problemas sdo inerentes a aplicagio de qualquer metodologia baseada em "N
voltada para arvores. Esses problemas sdo relacionados (i) a amostragem representativa de toda a
composicao da planta; (ii) a escolha de plantas-referéncia apropriadas e (iii) ao potencial de
transferéncia de N fixado das arvores fixadoras de N para as espécies-referéncia associadas
(BODDEY et al., 2000). No entanto, quando sdo feitos os ajustamentos necessarios, a abundancia
natural do "N pode trazer inferéncias significativas no que diz respeito a aspectos do ciclo global
do N e da forma com que esse elemento esta sendo assimilado pelas plantas. Gathumbi et al

(2002) confirmaram a utilidade do método da abundancia natural do '°N para estimar a fixacio de
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nitrogénio em leguminosas arboreas e herbaceas no campo. A assinatura do 8'°N nas folhas das
plantas, em conjunto com sua concentragdo total de N, podem constituir indicadores relevantes
para a identificagdo de grupos funcionais dentro da comunidade de espécies ndo-fixadoras de Ny,

bem como para detectar a acdo de microorganismos diazotroficos (ROGGY et al., 1999).
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2 Estabelecimento e crescimento inicial de leguminosas (Fabaceae) arboreas nativas

plantadas por semeadura direta: efeito da inoculacio com rizobio

Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo com rizobio no
estabelecimento e no crescimento inicial de leguminosas (Fabaceae) arboreas nativas plantadas
por semeadura direta no campo. Sementes foram plantadas manualmente em mata ciliar no norte
do Estado de Sao Paulo, com e sem inoculante de rizobio, numa densidade de 20 sementes por
metro linear. Foi avaliada a emergéncia de plantulas (% em relagdo ao niimero de sementes
plantadas) até os 3 meses apds a semeadura (MAS) e o crescimento em altura aos 13 MAS. De
uma forma geral, houve grande variagdo entre as espécies estudadas. Acacia polyphylla e
Enterolobium contortisiliquum, com taxa de germina¢do mediana e rapido crescimento. Mimosa
bimucronata e Parapiptadenia rigida, com crescimento relativamente rapido e baixa taxa de
germinagdo. Erythrina speciosa e Poecilanthe parviflora, com crescimento lento e germinagio
elevada no campo. Nas condigdes experimentais apresentadas a inoculagdo com rizébio nao
apresentou diferengas no estabelecimento e no crescimento inicial das mudas.

Palavras-chave: Recuperagdao de Matas Ciliares; Fixacdo Biologica de N,; Leguminosas Arboreas
Nativas; Semeadura Direta

Abstract

Establishment and early growth of direct-seeded native legume (Fabaceae) trees: rhizobia
inoculation effect

The aim of this work was to assess rhizobia inoculation in establishment and early growth
of direct-seeded indigenous legume (Fabaceae) trees. Plants were hand-sown in a riparian zone in
northern Sao Paulo State, Southeastern Brazil, with inoculated and uninoculated plots with a 20
seeds m™' density. Seedling emergency (% of total planted seeds) was evaluated until three months
after sowing (MAS), as well as the height at 13 MAS. In general, there were strong variations
among the species. Acacia polyphylla and Enterolobium contortisiliguum grew most rapidly, with
moderate germination rate. Mimosa bimucronata and Parapiptadenia rigida were fast-growing
but with low establishment rate. Erythrina speciosa and Poecilanthe parviflora showed low
growing rate, but high germination potential. In this field trial conditions presented above,
rhizobia inoculation did not show differences in the establishment and early growth of trees.

Keywords: Restoration of Riparian Forests; Biological N, fixation; Native Legume Trees; Direct
Seeding
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2.1 Introducao

A Floresta Atlantica e o Cerrado brasileiro, que cobriam respectivamente toda a por¢ao
leste e parte do interior do pais, hoje estdo reduzidos a fragmentos isolados. Dentre as inimeras
atividades antrépicas de ocupagdo e uso do solo, a exploracdo agropecuaria intensiva ¢ a
responsavel pela maior extensdo de areas degradadas, resultado de praticas inadequadas as
condicdes de solo e clima tropicais (PRIMAVESI, 1999). Dada a magnitude das acdes a serem
realizadas para a restaura¢ao de ecossistemas florestais degradados, principalmente ao longo das
matas ciliares e outras areas destinadas a preservagdo permanente (RODRIGUES; GANDOLFI,
2004), a selegdao de espécies de carater mais rustico assume grande importancia, ndo sé como
garantia de sobrevivéncia no campo, mas que possam também condicionar o ambiente para o
surgimento de outras espécies, no sentido de facilitar a sucessdo vegetal e reverter o processo de
degradagao.

As leguminosas (familia Fabaceae), abundantes nos tropicos, despertam grande interesse
para o multiplo uso ja que, em sua maioria, sd3o lenhosas e perenes, se adaptam aos mais diversos
ecossistemas brasileiros e sdo capazes de fixar nitrogé€nio atmosférico em associagdo com
bactérias comumente chamadas de rizobio (SPRENT, 1995), num processo conhecido como
fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Caracterizada pela presenca de nodulos nas raizes,
algumas espécies podem incorporar até 500 kg ha™ ano™ de N ao sistema solo-planta (FRANCO;
FARIA, 1997). A simbiose rizobio-leguminosas ¢ particularmente importante nas condi¢des dos
paises tropicais, onde o uso de fertilizantes nitrogenados ndo ¢ amplamente difundido e a
economia com estes insumos representa um ganho de produtividade para agricultores menos
capitalizados (DOBEREINER, 1990; ROY et al., 2002).

As leguminosas nodulantes contribuem com a recuperagdo do solo pela deposi¢dao de
material vegetal com baixa relagdo C/N, aumentando a atividade bioldgica e atuando como agente
formador e estabilizador da matéria organica do solo (LAVELLE, 2000; RESH et al., 2002).
Esses atributos assumem grande importancia, principalmente em solos que ja se encontram
desprovidos de sua camada organica superficial. A introdugdo de espécies-alvo de plantas nativas
em associacdo com comunidades manejadas de micro-simbiontes - como fungos micorrizicos

arbusculares e bactérias fixadoras de N, - constitui uma promissora ferramenta biotecnologica
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para auxiliar no repovoamento de ecossistemas desertificados ou em processo de
desertificagdo/degradagao (FRANCO; FARIA, 1997; REQUENA et al., 2001).

Em trabalhos técnicos envolvendo reflorestamento com espécies nativas, geralmente o
plantio de mudas ¢ o método mais adotado. Novas alternativas para a restauragao de florestas vém
sendo contempladas, como a conducdo da regeneracao natural (RODRIGUES et al., 2004) e a
semeadura direta (SD) de espécies arboreas no campo (DOUST et al., 2006). A SD apresenta
como principal vantagem a reducdo dos custos de implantagdo de povoamentos florestais, com a
eliminagdo da fase de viveiro, e da mao-de-obra, importante em areas carentes de recursos ou de
dificil acesso (BARNETT; BAKER, 1991). Dispondo-se de grande quantidade de sementes de
espécies iniciais de sucessdo, pode-se revegetar uma area aberta com uma densidade maior de
individuos, resultando em uma ocupagdo mais rapida pelas arvores. Além disso, com as sementes
germinando diretamente no solo, as raizes se desenvolvem sem as limitagcdes de crescimento que
teriam em tubetes ou em sacos plasticos (FLORES-AYLAS, 1999), caso as condigdes fisicas do
substrato sejam favoraveis.

No Brasil, onde esta técnica ainda ¢ pouco empregada, os trabalhos de pesquisa com fins
ambientais t€ém se intensificado nos ultimos anos, para a recuperacdo de areas mineradas
(PARROTTA; KNOWLES, 1999), da Amazdonia (CAMARGO et al., 2002) e para a restauracao
de matas ciliares (ALMEIDA, 2004). Em um experimento no interior do Estado de Sdo Paulo,
Engel e Parrotta (2001) constataram a facilitacdo da regeneragdo natural de espécies florestais
nativas, provenientes de matas adjacentes, em areas onde foi realizada SD, em compara¢cdo com
as areas-controle protegidas do fogo e outros distirbios onde ndo foi realizado plantio. Apesar da
importancia das interagdes entre leguminosas e bactérias eficientes em fixar N, ser bem
reconhecida, pouco esfor¢o tem sido realizado para se usar a simbiose de plantas nativas para a
SD em larga escala visando a reabilitacdo e restauragao de ecossistemas naturais (THRALL et al.,
2005). Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo com rizdbio no
estabelecimento e no crescimento inicial de leguminosas arboreas nativas plantadas por

semeadura direta no campo.
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2.2 Material e Métodos

Foi realizado um experimento em condigdes de campo em area destinada a preservagao
permanente na Fazenda Mata Chica (Figura 2.1), municipio de Morro Agudo, Estado de Sao
Paulo (20°40'32" S; 48°0423" W). O local, originalmente ocupado por mata ciliar descrita
fitogeograficamente como contato Savana Florestada (Cerraddo) / Floresta Estacional (SAO
PAULO, 2005), foi explorado pela lavoura canavieira em um passado recente e depois ficou
ausente de manejo, em respeito a legislagdo referente as areas de preservagdo permanente. O
clima local ¢ tropical chuvoso, Cwa na classificacdo de Koeppen (1948), com precipitacao
pluviométrica anual de 1530 mm e temperatura méaxima de 28°C e minima de 17°C (médias
mensais). O solo ¢ classificado como Latossolo Vermelho distroférrico (EMBRAPA, 1999), cuja
analise quimica de amostra de terra apresentou pH (CaCl,) 4,8; teor de matéria organica 28 g dm’
P12 mg dm?; K, Ca, Mg e H+Al (mmol, dm'3) 5, 38, 14 e 31, respectivamente.

Na area de plantio, caracterizada como canavial abandonado, foi feita uma rocada, para
remocdo das gramineas remanescentes. Apds a limpeza, foram realizadas aragdo e gradagem,
com o objetivo de destorroar o solo e eliminar o banco de propagulos de invasoras existente. Por
fim, uma sulcadora abriu as linhas (sulcos) de plantio, onde foi aplicado Superfosfato

Triplo, na ordem de 100 kg P,Os ha'. Embora o resultado da analise quimica do solo

Figura 2.1 - Localizagdo da Fazenda Mata Chica (Morro Agudo, SP) e da area experimental (seta menor)
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nao tenha demonstrado limitagdes criticas de P para as plantas, a adubacdo fosfatada foi realizada
para garantir o suprimento (ou prevenir a deficiéncia) necessario a FBN em leguminosas, tendo
em vista o alto requerimento de P neste processo (ISRAEL, 1987; SMITH, 1992; EDWARDS et
al., 2006).

Foram plantadas espécies arboreas pertencentes a familia Fabaceae (Leguminosae) que
comprovadamente nodulam (FARIA et al, 1987; FARIA; LIMA, 1998; FARIA, 2002) (Tabela
2.1). Para a superagdo da dorméncia, as sementes de Bowdichia virgilioides, Enterolobium
contortisiliguum e Ormosia arborea foram mantidas em acido sulfarico (H,SO4) durante 10, 10 e
35 minutos, respectivamente, depois lavadas com agua corrente (FOWLER; MARTINS 2001). As
demais espécies ndo receberam nenhum tratamento de quebra de dorméncia nas sementes.

A semeadura foi feita diretamente no campo, com plantio manual. Cada parcela constituiu
uma linha de 10 m. A densidade de plantio foi de 200 sementes por parcela, ou seja, 20 sementes
por metro linear. As linhas foram identificadas por estacas. O espagamento entre linhas ¢ de 1,5
m, totalizando uma area 1til de 0,2 ha. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao
acaso com 3 repetigdes. Cada bloco (repeti¢ao) foi formado por 16 parcelas; 8 delas com sementes

sem inocula¢do, mais 0 mesmo numero para as sementes inoculadas.

Tabela 2.1 - Espécies de Fabaceae plantadas por semeadura direta no municipio de Morro Agudo (SP)

Nome cientifico Sub-Familia Nome vulgar
Acacia polyphylla DC. Mimosoideae monjoleiro
Bowdichia virgilioides Kunth Papilionoideae sucupira-preto
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong ~ Mimosoideae orelha-de-negro
Erythrina speciosa Andrews Papilionoideae mulungu-do-litoral
Mimosa bimucronata (DC.) O. Kuntze Mimosoideae marica

Ormosia arborea (Vell.) Harms Papilionoideae olho-de-cabra
Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan Mimosoideae angico-vermelho
Poecilanthe parviflora Benth. Papilionoideae coragdo-de-negro

Os inoculantes foram produzidos com estirpes de rizobio devidamente selecionadas para
cada espécie de leguminosa com base em experimentos em vasos com solo esterilizado e nao

esterilizado (FARIA, 2002). Exce¢do foi dada a Acacia polyphylla e Ormosia arborea que, ndo
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havendo inoculantes especificos disponiveis, foram usados inoculantes para A. mangium e O.
nitida, respectivamente. A inoculagdo foi feita um dia antes do plantio, misturando-se as
sementes, levemente umedecidas, com o inoculante ¢ mantendo-as a sombra (DE-POLLI;
FRANCO, 1985; KEYSER, 1990).

Foram feitos levantamentos periddicos de campo. A emergéncia das plantulas foi avaliada
durante os primeiros trés meses apds a semeadura (MAS), com base na contagem, em intervalos
de 15 dias, dos individuos germinados. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) em
relagdo ao total de sementes plantadas. Por ocasido da estacdo seca, na ultima contagem realizada
(3 MAS) considerou-se as mudas formadas como sobreviventes desta fase inicial, visto que a
emergéncia de novas plantulas havia praticamente cessado. Com as mudas ja estabelecidas, em
cada parcela foram mantidas até 10 arvores, preferencialmente espagadas em 1 m, para medicao
do crescimento. Para evitar competi¢ao, as demais arvores da linha sofreram um desbaste aos 10
MAS. O crescimento das plantas foi avaliado medindo-se a altura das arvores aos 13 meses apds a
semeadura.

Paralelamente as atividades de campo, foram realizados testes de germinacdo em
laboratorio (BRASIL, 1992) com as sementes das espécies utilizadas no experimento. A
germinacdo de sementes, em teste de laboratorio, é a emergéncia das estruturas essenciais do
embrido, demonstrando sua aptiddao para produzir planta normal sob condi¢cdes favoraveis de
campo (FIGLIOLIA et al., 1993). Para as sementes de B. virgilioides e M. bimucronata o teste foi
realizado em caixas de acrilico com substrato de papel umedecido; para as demais sementes, de
tamanho maior, foi utilizado o rolo de papel, também umedecido. Todas as sementes ficaram
armazenadas em camara de germinacdo sob temperatura de 25° C, de onde periodicamente eram
retiradas e contadas as plantulas normais. Para cada espécie foram utilizadas 100 sementes, sendo
o numero total de plantulas normais expresso em porcentagem. Os testes foram realizados no
Laboratorio de Tecnologia de Sementes do Dep. de Producao Vegetal ESALQ/USP.

Com os resultados no campo, as diferencas entre espécies e entre tratamentos foram
submetidas a andlise de varidncia (ANOVA) e analisadas com auxilio do programa estatistico
SAS. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). No caso da variavel altura, em
funcdo das diferengas naturais relacionadas a velocidade de crescimento entre as espécies, a

analise comparativa foi feita com base no efeito do tratamento (inoculagao).
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2.3 Resultados

O teste de germinagdo em laboratorio revelou a capacidade germinativa das sementes que
foram utilizadas no experimento, sendo capazes de germinar e produzir acima de 50% de

plantulas normais, com exce¢do de A. polyphylla, que apresentou pouco mais de 30% (tabela 2.2).

Tabela 2.2 - Resultados do teste de germinacdo em laboratério das sementes de Fabaceae utilizadas no
experimento de campo (PN - plantulas normais)

Espécie PN Espécie PN

% %

Acacia polyphylla 34 Mimosa bimucronata 57
Bowdichia virgilioides 55 Ormosia arborea 80
Enterolobium contortisiliquum 91 Parapiptadenia rigida 88
Erythrina speciosa 78 Poecilanthe parviflora 57

Em condi¢des de campo, houve grande variacdo entre as espécies, tanto na taxa quanto na
velocidade de germinagdo. A emergéncia das plantulas de A. polyphylla, E. contortisiliquum, M.
bimucronata ¢ P. rigida ocorreu a partir de sementes germinadas nos primeiros 30 dias apos a
semeadura (DAS), enquanto que nas demais espécies (B. virgilioides, E. speciosa, O. arborea e P.
parviflora) a germinagdo ¢ emergéncia das plantulas se deu mais tardiamente (Figura 2.2).

Na ultima contagem (90 DAS), pode-se observar uma maior taxa de germinagdo para E.
speciosa, com até¢ 45% de individuos germinados no campo, seguida por P. parviflora (Figura
2.3). Observou-se também a evidéncia de um baixo potencial germinativo das sementes pequenas,
representadas aqui pelas espécies B. virgilioides, M. bimucronata e P. rigida, quando comparadas
com as sementes maiores. A inoculagdo com rizobio ndo causou diferencas significativas na

germinacao e emergéncia de plantulas (Figura 2.3).
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Figura 2.2 - Emergéncia (%) de plantulas de Fabaceae na area experimental, por época (médias
de 3 repeti¢des; DAS: dias apds a semeadura; -inoc: tratamento com inoculagao)
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Figura 2.3 - Emergéncia (%) de plantulas de Fabaceae no campo experimental aos 3 meses apos
a semeadura (médias de 3 repetigdes; espécies com a mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%)

31



32

A diferenca de altura observada entre as espécies deve-se as proprias caracteristicas
fenotipicas, relacionadas a velocidade de crescimento de cada planta. Para efeito de comparagdo, a
planta que mais cresceu - A. polyphylla - apresentou um rapido desenvolvimento, atingindo 3 m
de altura, seguida por E. contortisiliquum e M. bimucronata, que passaram facilmente de 1,5 m de
altura aos 13 MAS (Figura 2.4). P. rigida e P. parviflora apresentaram um crescimento moderado,
enquanto que para B. virgilioides, O. arborea ¢ E. speciosa o crescimento foi bastante lento. Vale
lembrar que foi observado, nas folhas destas duas tltimas, alta incidéncia de herbivoria.

No presente experimento, a inoculagdo com rizobio ndo causou diferengas significativas
em relagdo ao crescimento em altura das arvores apds 1 ano de plantio, com excecdo de
Enterolobium contortisiliquum e Parapiptadenia rigida. Apesar da baixa incidéncia de individuos
germinados no campo, P. rigida foi a Ginica espécie que mostrou resposta positiva a inoculagao,
em relagdo ao crescimento. No caso de E. contortisiliquum, as mudas oriundas de sementes ndo

inoculadas cresceram mais do que as que tiveram a semente inoculada com rizébio.
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Figura 2.4 - Crescimento em altura (m) das mudas no experimento aos 13 meses apds a semeadura
(médias de 3 repetigdes; valores com letras diferentes, dentro da espécie, diferem entre si no
teste de Tukey a 5%)
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2.4 Discussao

O comportamento diferenciado entre as espécies quanto a velocidade de germinagdo pode
gerar informagdes mais detalhadas que poderiam subsidiar a escolha de espécies em trabalhos de
restauragdo florestal, seja para um rapido preenchimento da area ou para a composi¢ao de um
banco de sementes, onde estas germinariam tardiamente, promovendo uma ocupagao gradual da
area e ocupando diferentes nichos. E importante ressaltar uma possivel interferéncia no resultado
devido a mortalidade de plantulas no campo entre as datas de contagem, fato este comprovado
pela alta incidéncia de ataque de formigas cortadeiras na 4rea experimental.

O baixa taxa de germinacdo de sementes pequenas no campo vem sendo confirmado por
alguns autores em experimentos com semeadura direta de espécies florestais. Camargo et al.
(2002) detectaram uma correlagdo positiva entre o tamanho das sementes e sua sobrevivéncia,
concluindo que espécies de sementes grandes sdo mais apropriadas para a técnica de semeadura
direta. Doust et al. (2006) também constataram um maior estabelecimento de espécies arboreas de
sementes maiores, em comparacdo com espécies de sementes de tamanho pequeno e
intermediario.

A associagdo entre a planta e o microorganismo com vistas a8 FBN e seus efeitos
relacionados decorrentes da aquisicao do N; atmosférico, como sobrevivéncia, maior crescimento,
produgdo de biomassa, etc., t€m mais chances de ocorrer em uma época posterior a germinagao
das sementes no campo. A formagdo do corddo de infec¢do necessaria ao desenvolvimento dos
nodulos depende de uma interagdo positiva entre hospedeiro e simbionte, que somente ocorre apos
o desenvolvimento das raizes e das primeiras folhas, em conjunto com o inicio da atividade
fotossintética (SIQUEIRA; FRANCO, 1988). Isto faz com que diferencas provocadas pela
inoculagdo s6 estejam presentes em um estagio mais avancado de crescimento, estando o sucesso
com a germinacdo estritamente relacionado com a propria capacidade de desenvolvimento
embrionario, associada aos fatores climaticos.

Nos individuos removidos em funcdo do desbaste, foi observado o sistema radicular de
algumas arvores. Nao foram encontrados nodulos nas raizes de Acacia polyphylla. Abrangendo
cerca de 1200 espécies, o género Acacia é de longe o mais numeroso da sub-familia
Mimosoideae. Embora a nodulagdo seja bastante comum, ha varias espécies comprovadamente

ndo-nodulantes (SPRENT, 1995). No presente experimento, além da auséncia de nodulos, o
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crescimento das arvores similar em ambos os tratamentos (inoculado ¢ ndo inoculado) e o
insucesso obtido na inoculagdo com estirpes selecionadas para A. mangium podem comprovar
para esta espécie o status de testemunha leguminosa ndo-fixadora. Segundo Brockwell et al.
(2005), ha um numero elevado de trabalhos cuidadosamente conduzidos relatando varias acacias
que mostraram auséncia de nodulos, entre elas A. polyphylla (FARIA et al., 1987; FARIA; LIMA,
1998).

A recomendagdo geral para o uso de inoculantes ¢ feita com base nas condigdes de viveiro,
onde os fatores externos sdo mais controlados, criando condi¢des para uma associacdo planta-
bactéria mais eficaz nos primordios do desenvolvimento vegetal e minimizando as competi¢coes
junto a rizosfera. Na auséncia de maiores limitagdes ambientais, uma reposta positiva a
inoculacdo somente ¢ esperada quando arvores fixadoras de N, especificas (ndo-promiscuas, ou
nodulantes com pouca variedade de estirpes de rizobio) crescem em locais onde a densidade de
rizobio compativel ¢ baixa ou nula (DOMMERGUES, 1995). No caso da SD no campo, a
situagdo fica mais critica, envolvendo competi¢des com a microbiota do solo, estresse hidrico,
possibilidade de radiagdo solar direta, disponibilidade de N mineral, presenca de compostos
xenobidticos, etc. Nessas condigdes, tanto a semente quanto o rizobio do inoculante nela revestido
ficam mais susceptiveis as pressdes do clima e do ambiente (HUNGRIA; VARGAS, 2000),
podendo comprometer seriamente o resultado esperado.

Além disso, a area experimental, tendo sido lavoura intensiva de cana-de-agticar em um
passado recente, provavelmente tem no solo residuos de fertilizantes industriais, incluindo
nitrogenados. A atividade da nitrogenase demanda alto custo energético para as plantas,
consequentemente, a FBN pelas leguminosas ¢ fatalmente inibida pela presenca de N mineral
nestes solos (GEESING et al, 2000; ZHANG; SMITH, 2002). Em relacdo ao balango energético,
as leguminosas evoluiram dos tropicos para ocupar ambientes com condigdes drasticas de
sobrevivéncia e limitagdes ao crescimento vegetal, como o deserto australiano (SPRENT, 1995),
onde muitas vezes ndo s6 o N ¢ o fator mais limitante. Ainda segundo este autor, a vantagem
competitiva das leguminosas arboreas prevé o uso eficiente de diversas fontes de N, e que suas
raizes sejam boas vasculhadoras do N do solo. Com isso, desenvolveram a capacidade ndo s6 em
fixar o N, atmosférico, mas em adquirir este elemento do solo com maxima eficiéncia, incluindo
ai a associagdo com fungos micorrizicos € o aproveitamento, inclusive, de N proveniente da

matéria organica em decomposi¢cao (BODDEY et al., 2000).
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Em ambos os tratamentos foram observados nddulos nas raizes. Em experimento de SD
com Acacia spp. na Australia, Thrall et al. (2005) constataram que ndo houve diferengas na
colonizagdo bacteriana entre tratamentos inoculados e nao inoculados, mostrando que um pequeno
traco de populagdes de rizobio de ocorréncia natural onde nao foi feita inoculagdo foi habil em
proliferar suficientemente para iniciar o processo que leva a formagao de nddulos. A presenca de
nddulos em E. contortisiliquum, nos dois tratamentos, pode indicar uma associagao eficiente com
a populacdo de rizdbio nativa do solo e uma alta competitividade, apesar do crescimento inferior
apresentado, das estirpes provenientes do inoculante em relagdo as nativas. Este aspecto foi
observado por Okogune Sanginga (2003) em plantios de soja na Africa. Em experimento com
Acacia mangium em condigdes silviculturais na Costa do Marfim, Galiana et al. (2002)
relacionaram a auséncia de diferenga de crescimento entre plantas inoculadas e ndo-inoculadas
com a nodulagdo induzida nas arvores pela populagdo nativa de rizébio. Futuros estudos,
envolvendo o uso da biologia molecular (GRAHAM; VANCE, 2000) e de métodos de avaliagao
da FBN em arvores no campo (RADDAD et al., 2005), bem como a associacdo com fungos
micorrizicos arbusculares (REQUENA et al., 2001) e a eficiéncia na absor¢ao de outros nutrientes
como o P (SMITH, 1992; STAMFORD et al., 1997) sdao necessarios para uma melhor
compreensdo sobre a interacdo das leguminosas nativas e seus microssimbiontes, tanto na
revegetacdo de dareas degradadas, quanto na melhoria das condigdes edafo-climaticas
condicionantes ao surgimento de outras espécies mais exigentes.

De uma forma geral, as espécies estudadas variam em relagdo ao estabelecimento e
crescimento no campo. Elas poderiam ser diferenciadas, de certo modo, entre Acacia polyphylla e
Enterolobium contortisiliquum, que apesar de uma taxa de germinagdo mediana, compensaram
com um crescimento extremamente rapido; Mimosa bimucronata e Parapiptadenia rigida, com
crescimento relativamente rapido, porém baixo potencial germinativo no campo; Erythrina
speciosa e Poecilanthe parviflora: apesar do lento crescimento, germinaram abundantemente,
podendo ser eficientes para uma colonizagdo mais rapida e ocupagdo de estratos inferiores do
povoamento. A inoculacdo com rizébio ndo apresentou diferengas no estabelecimento e
crescimento inicial da maioria das espécies, nas condigdes de solo e clima locais. A selegao de
estirpes capazes de ocupar o solo e formar associacdo eficiente com as arvores em diferentes

regides assume grande importancia. Novos ajustamentos sdo necessarios para um uso mais efetivo
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da inocula¢do com rizébio em sementes de leguminosas arboreas nativas germinadas diretamente

no campo, € 0 seu uso para a recuperacao de areas degradadas em larga escala.
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3 Efeito da inoculacdo com rizébio na abundincia natural de BN de leguminosas (Fabaceae)

arboreas nativas plantadas por semeadura direta

Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo com rizébio em alguns
aspectos da dinamica de N em folhas de leguminosas (Fabaceae) arboreas nativas semeadas
diretamente no campo, em area de mata ciliar no Estado de Sdo Paulo. Para isso, foi usado o
método da abundancia natural do "°N. A concentracdo de N e a razdo C/N foliar também foram
avaliadas. Foram plantadas as espécies fixadoras de N, Enterolobium contortisiliquum (Vell.)
Morong, Mimosa bimucronata (DC.) O. Kuntze, Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan,
Erythrina speciosa Andrews, Ormosia arborea (Vell.) Harms ¢ Poecilanthe parviflora Benth,
inoculadas e sem inoculagdo, junto com Acacia polyphylla, usada como planta-referéncia nao-
fixadora de N,. As espécies fixadoras de N mostraram 8'°N médio de 2,7%o, enquanto que a
referéncia Acacia polyphylla se mostrou cerca de 4,0%0 mais enriquecida em "N. Erythrina
speciosa e Ormosia arborea apresentaram os menores valores de 8'°N, enquanto que
Parapiptadenia rigida, enriquecida em '°N, mostrou estar obtendo N exclusivamente do solo.
Poecilanthe parviflora, Mimosa bimucronata e Enterolobium contortisiliquum apresentaram
valores intermediarios de &N, com grande variagdo entre os individuos amostrados. A
concentragdo de N nos tecidos foliares variou entre 1,5% e 3,6%. De forma geral, esta variavel
ndo mostrou relagdo direta com o 8"°N das plantas. A menor razio C/N foi observada em
Enterolobium contortisiliquum e Erythrina speciosa, seguida por M. bimucronata. Em nenhum
dos parametros avaliados o tratamento utilizado (inoculagdo com rizdbio) mostrou diferenca
significativa. As espécies de crescimento mais lento e com alta incidéncia de herbivoria
observados no campo (E. speciosa e O. arborea) foram também as que apresentaram 8'°N na
faixa considerada como de ocorréncia da fixacao biologica de nitrogénio. Os resultados indicam,
para as outras espécies, maior aquisi¢do de N proveniente do solo nas condigdes experimentais
locais.

Palavras-chave: Semeadura Direta; Leguminosas Arbdreas; Abundancia Natural de N

Effect of rhizobia inoculation on the >N natural abundance of direct-seeded native legume
(Fabaceae) trees

Abstract

The aim of this work was to assess the effect of rhizobia inoculation on some aspects of N
dynamics in N»-fixing legume trees planted in a riparian zone of S@o Paulo State, southeastern
Brazil. The '°N natural abundance method was used. Foliar N concentrations and the C/N ratio
were also determined. Seeds of N,-fixing species Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong,
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Mimosa bimucronata (DC.) O. Kuntze, Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan, Erythrina
speciosa Andrews, Ormosia arborea (Vell.) Harms and Poecilanthe parviflora Benth., inoculated
and uninoculated with rhizobia, and Acacia polyphylla DC, used as a non-N,-fixing reference
plant, were sown directly in the field. The Ny-fixers showed an average foliar 5'°N of 2,7%o, while
the reference-plant was 4,0%o more "N enriched. Erythrina speciosa and Ormosia arborea
showed the lowest 3'°N values. The high 8'°N of Parapiptadenia rigida probably indicated that it
is obtaining N exclusively from the soil. Poecilanthe parviflora, Mimosa bimucronata and
Enterolobium contortisiliquum showed intermediate 8'°N values, with strong variations among
the individuals sampled. Foliar N concentrations varied from 1,5% to 3,6%. In general, N
concentrations were not correlated with foliar 8'°N. The lowest C/N ratio was observed on E.
contortisiliquum and E. speciosa, followed by M. bimucronata. For all surveyed parameters, the
rhizobia inoculation treatment did not show significant differences to the non-inoculated
treatment. The slow-growing species, E. speciosa and O. arborea, that also had a high herbivore
attack observed in the field, showed the lowest foliar 5'°N, evidencing these plants were fixing N
from the atmospheric air. The results suggested, for the other species, a larger soil N acquisition,
in these field conditions.

Keywords: Direct Seeding; Legume Trees; '°N Natural Abundance
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3.1 Introduciao

As areas situadas as margens dos cursos d’agua sdao protegidas por lei no territorio
brasileiro, sendo destinadas a preservacdo permanente, com fins de restauracdo da cobertura
florestal quando esta estiver sido suprimida. Conforme o Inventario Florestal do Estado de Sao
Paulo, no periodo de 1962 a 1990-92 houve um decréscimo de 57,13% da cobertura vegetal
natural do Estado, um indice alarmante. Atualmente, um dos principais problemas enfrentados
para a conservagdo dos remanescentes florestais do Estado é sua extrema fragmenta¢do. No
Cerrado, por exemplo, os remanescentes estdo distribuidos em cerca de 8.353 fragmentos
(BIOTA, 2007). Na regido sudeste em geral, devido ao estado de degradag¢do das matas ciliares,
além da extensdo das areas a serem recuperadas e da urgéncia para a execu¢do desta tarefa, a
adogdo de técnicas que possam acelerar o processo de recomposi¢ao florestal assume extrema
importancia.

A semeadura direta, utilizada ha décadas em reflorestamento com coniferas em paises de
clima temperado (DERR; MANN, 1971; HUNT; McMINN, 1988), recentemente vem sendo
apreciada para a restauragdo de ecossistemas florestais nos tropicos (SUN et al., 1995; BARRON;
DALTON, 1996; KNIGHT et al., 1998; BROFAS; KARETSOS, 2002). No Brasil, onde essa
técnica ainda ¢ pouco empregada, os trabalhos de pesquisa com fins ambientais tém se
intensificado nos ultimos anos (ENGEL; PARROTTA, 2001; CAMARGO et al., 2002).
Utilizando-se sementes de leguminosas (Fabaceae) arboreas, pode-se aliar a semeadura direta ao
carater pioneiro de diversos géneros, aproveitando ainda a diversidade desta familia nos tropicos e
o potencial de fixa¢do biologica de nitrogénio que muitas espécies apresentam em associacado com
microorganismos (SPRENT, 1995), para se tornar uma importante ferramenta de recuperacao de
ecossistemas degradados (FRANCO; FARIA, 1997).

Nos ecossistemas terrestres, onde foi removida a cobertura florestal € com ela rompida a
manuten¢do dos ciclos biogeoquimicos de nutrientes (VITOUSEK; SANFORD, 1986), o
nitrogénio ¢ considerado o elemento mais limitante para o desenvolvimento das plantas
(VITOUSEK; HOWARTH, 1991). A disponibilidade de N pode atuar como um mecanismo
importante no controle da taxa, direcdo e substituicdo de espécies que regulam a sucessdao. Em

areas degradadas, onde essa disponibilidade ¢ baixa, as leguminosas arboreas mostram-se como
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uma fonte primaria de nitrogénio capaz de permitir a recolonizagdo vegetal e o aumento da
biodiversidade (LAMB, 1980, apud CAMPELLO, 1998).

O diagnodstico da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) pelas arvores ¢ um ponto
fundamental para o estudo dessas espécies, tanto para o entendimento de seu papel ecologico no
ciclo global do N, como para um manejo sustentavel apropriado. A razdo entre dois isdtopos
estaveis no nitrogénio, BN e 14N, variam na biosfera como resultado de fracionamento em
processos fisicos, quimicos e biologicos. Com o auxilio da determinacdo da abundancia natural
dos is6topos ou via enriquecimento isotopico, constitui ferramenta tinica de avaliagdo direta da
FBN, principalmente em condi¢des de campo, em que outras técnicas se tornam inviaveis
(HOGBERG, 1997). Variagdes regulares da razdo isotopica de N (°N/'*N) podem gerar
informagdes Uteis a respeito das fontes de N utilizadas pelas plantas, bem como de aspectos
relacionados ao fluxo de N nos ecossistemas. A estimativa baseada na concentragdo de N na
biomassa e em métodos de dilui¢do isotdpica encontra dificuldades técnicas em areas naturais ou
em processo de restauragdo, principalmente para as arvores de maior tamanho, comprometendo a
eficacia na avaliagdo da fixagdo de N, (SPRENT; PARSONS, 2000). Em contrapartida, a
avaliagdo do fracionamento isotopico pela abundancia natural do '°N (SHEARER; KOHL, 1986)
mostra-se promissora, pois representa um método ndo-destrutivo capaz de revelar aspectos do
ciclo do nitrogénio sem perturbar o sistema com o uso de marcadores (HOGBERG, 1997).
Gathumbi et al (2002) confirmaram a utilidade do método da abundancia natural do "°N para
estimar a FBN em leguminosas arboreas e herbaceas no campo. Isto pode ser testado através dos
valores de 8"°N, que ficam entre 0 e 2 %o nas plantas que estdo fixando N, atmosférico, visto que
o valor do 8"°N do N, atmosférico é 0 %o e considera-se que ndo ha fracionamento isotopico
durante o processo de FBN (SHEARER; KOHL, 1986).

O estudo da FBN pela abundancia natural do '°N, amplamente difundido em sistemas
agricolas, tem se intensificado nas ultimas décadas para o estudo da dindmica do N em
ecossistemas naturais, como a Floresta Amazdénica (OMETTO et al., 2006; GEHRING et al.,
2005; PONS et al., 2007) e o Cerrado brasileiro (BUSTAMANTE et al, 2004), e em leguminosas
arboreas crescendo naturalmente ou utilizadas em sistemas agroflorestais (RADDAD et al, 2005)
ou em sistemas silviculturais puros (GALIANA et al., 2002). No entanto, para espécies destinadas
a restauracao florestal, o conhecimento sobre a capacidade de fixar N, sua participacdo no ciclo

do nitrogénio e potencial contribuicdo para a reversdo dos processos de degradagdo ainda ¢
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escasso. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo com rizobio na
N 15 . .

abundancia natural de "N em folhas de leguminosas arbodreas crescendo no campo, plantadas por

semeadura direta. Aspectos nutricionais das plantas, como concentracdo de N e razdo C/N foliar,

também foram avaliados.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Area de estudo

O presente estudo foi realizado no municipio de Morro Agudo (figura 3.1), estado de Sao
Paulo (20°40'32" S; 48°04'23" W). O local, originalmente ocupado por mata ciliar sob dominio do
contato Savana Florestada (Cerradio) / Floresta Estacional (SAO PAULO, 2005), foi explorado
pela lavoura canavieira em um passado recente e depois ficou ausente de manejo, em respeito a
legislagdo referente as areas de preservagio permanente. A época da instalagio do experimento, a
condicao da area era de um campo sujo, dominado principalmente por capim, em solo classificado
como Latossolo Vermelho distroférrico (EMBRAPA, 1999), cuja andlise quimica de amostra de
terra apresentou pH (CaCly) 4,8; teor de matéria organica 28 g dm™; P 12 mg dm™; K, Ca, Mg e
H+Al (mmol, dm™) 5, 38, 14 ¢ 31, respectivamente. O clima local é tropical chuvoso, Cwa na
classificagdo de Koeppen (1948), com precipitagdo pluviométrica anual de 1530 mm e

temperatura (médias mensais) maxima de 28°C e minima de 17°C (Figura 3.2).

Figura 3.1 - Localiza¢do da Fazenda Mata Chica (mapa a direita), municipio de Morro Agudo (SP), do
fragmento florestal de mesmo nome (seta maior) e da area experimental (seta menor); espago
em branco no mapa a direita representa o plantio de cana-de-agticar
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Figura 3.2 - Precipitagdo pluviométrica mensal e temperatura média (maxima e minima) na
época e regido onde foi conduzido o experimento (Morro Agudo, SP)

3.2.2 Implantacio do experimento

Foram plantadas espécies de leguminosas (Fabaceae) arboreas fixadoras de N:
Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong, Mimosa bimucronata (DC.) O. Kuntze,
Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Mimosoideae); Erythrina speciosa Andrews, Ormosia
arborea (Vell.) Harms, Poecilanthe parviflora Benth (Papilionoideae); e uma leguminosa nao-
fixadora de N, Acacia polyphylla DC (Mimosoideae).

Na area de plantio foi realizada uma rogada, para remocao das gramineas remanescentes, €
apos a limpeza, aragdo e gradagem, com o objetivo de destorroar o solo e eliminar o banco de
propagulos de invasoras existente. Apds essa etapa, uma sulcadora abriu as linhas (sulcos) de
plantio onde a0 mesmo tempo foi aplicado Superfosfato Triplo, na ordem de 100 kg P,Os ha™.
Embora o resultado da analise quimica do solo ndo tenha demonstrado limitagdes criticas de P
para as plantas, a adubacao fosfatada foi realizada para garantir o suprimento (ou prevenir a
deficiéncia) de P necessario a FBN, caso ela ocorra, tendo em vista o alto requerimento deste

elemento no processo (ISRAEL, 1987, EDWARDS et al., 2006).
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A semeadura foi realizada diretamente no campo, cada parcela representada por linhas de
10 m de comprimento, com espagamento de 1,5 m entre linhas. A densidade de plantio foi de 200
sementes por parcela (20 sementes por metro linear). O delineamento experimental utilizado foi o
de blocos ao acaso com 4 repeti¢des. Cada bloco (repeti¢ao) ¢ constituido por 14 parcelas; 7 delas
com sementes sem inoculagdo, mais 0 mesmo numero para as sementes inoculadas.

Para a superac¢do da dorméncia, as sementes de Enterolobium contortisiliquum e Ormosia
arborea foram mantidas em 4acido sulftrico (H,SO4) durante 10 e 35 minutos, respectivamente,
depois lavadas com agua corrente (FOWLER; MARTINS, 2001). A inoculagdo foi feita um dia
antes do plantio, misturando-se as sementes, levemente umedecidas, com o inoculante e
mantendo-as a sombra (DE-POLLI; FRANCO, 1985; KEYSER, 1990).

Os inoculantes foram produzidos com estirpes de rizobio devidamente selecionadas para
cada espécie de leguminosa, com base em experimentos em vasos com solo esterilizado e nao
esterilizado (FARIA, 2002). Excegdo foi dada a Acacia polyphylla e Ormosia arborea: ndo
havendo inoculantes especificos disponiveis, para estas espécies foram usados inoculantes
produzidos com estirpes desenvolvidas para Acacia mangium e Ormosia nitida, respectivamente.
Sementes de Acacia polyphylla foram inoculadas visando a confirmagao da auséncia de nodulagéo
para esta espécie, conforme verificado por Brockwell et al. (2005).

Estacas foram utilizadas para delimitar o inicio e o final das linhas de plantio (parcelas).
Com vistas ao combate a infestacdo de plantas invasoras, prejudiciais ao crescimento das
plantulas emergentes, foram feitas rogadas periddicas, manuais e com o uso de ferramentas, nas

entrelinhas do plantio.

3.2.3 Determinacio isotopica de N e concentracao de N e C total em planta e solo

Aos sete meses apds a semeadura, em outubro de 2005, foram colhidas amostras de folha
madura das mudas do experimento, para a determinagio da abundéncia natural do "N
(SHEARER; KOHL, 1986), além da concentracdo de nitrogénio total e razdo C/N nas plantas.
Foram amostradas folhas de trés individuos em cada parcela, nas quatro repeticoes. As folhas
foram retiradas na parte central do caule, com a maxima expansdo observada, evitando nao
desfolhar as pequenas mudas. Para Mimosa bimucronata e Parapiptadenia rigida, o numero de

individuos amostrados por parcela foi relativamente menor, inclusive com parcelas perdidas, em
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funcdo do baixo indice de emergéncia de plantulas observado para essas espécies (dados nao
relatados). Foi coletado solo da area experimental, na profundidade de 0-5 cm, de onde foram
retiradas 36 amostras para analise.

Acacia polyphylla foi utilizada como planta-referéncia nio-fixadora de N. Foram colhidas
folhas de arvores desta espécie também em um fragmento florestal localizado proximo a area
experimental, conhecido como Mata Chica (figura 3.1). Trés individuos foram amostrados, cada
um contribuindo com duas sub-amostras de material foliar. O solo deste fragmento também foi
colhido, em cinco pontos diferentes da floresta, também na profundidade de 0-5 cm.

O material foliar foi primeiramente seco em estufa a 65 °C por 72 h e depois moido a fino
p6. As amostras de solo foram secas ao ar, em estufa a 50 °C e destorroadas em peneira de 2mm.
Sub-amostras de solo foram obtidas através do quarteador de Jones, e destas foram removidas
raizes e fragmentos de rocha ou carvao, para serem finalmente moidas. Do material previamente
preparado, foram pesadas sub-amostras de 1,5 a 2 mg do material vegetal ou de 20 a 25 mg de
solo, as quais foram acondicionadas em capsulas de estanho. Essas capsulas foram introduzidas
num analisador elementar Carla Erba (modelo 1110, Milao, Italia), que por combustdo determina
a concentragdo de N e C total. O gas proveniente da combustdo foi purificado numa coluna de
cromatografia gasosa e introduzido diretamente num espectrometro de massas para razdes
isotopicas ThermoQuest-Finnigan Delta Plus (Finnigan-MAT, Califérnia, EUA). O preparo do
material, bem como suas analises, foi realizado no Laboratdrio de Ecologia Isotopica do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura — CENA (Universidade de Sao Paulo).

Variagdes da razdo "N/'*N sdo expressas em desvio por milhar (%o) de um padrio
internacionalmente reconhecido. Uma substancia contendo maior quantidade do is6topo pesado
em relagdo a uma outra substancia ¢ referida como “enriquecida” ou “mais pesada”, enquanto que
uma substancia contendo menos do isotopo pesado € descrita como “mais leve”. A abundancia
natural de "N (8'°N) é comumente usada para representar o fracionamento isotopico do

nitrogénio, através da eq. (1):

§]5N — (RamostraJ_l XlOO (1)

padréo
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onde R ¢ a razdo molar °N/'*N na amostra e no padrio. O padrio usado para o nitrogénio foi o ar
atmosférico. A atropina foi utilizada como referéncia para o material foliar e LECO foi usado para
o solo. O erro analitico aceitavel para C, N e N foi de 0,30 %, 0,05% e 0,50%o, respectivamente.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com o auxilio do
software Statistica for Windows (STATSOFT Inc., 2004). O teste de Mann-Whitney — nao
paramétrico para amostras independentes — foi aplicado para verificar diferencgas significativas (p
< 0,05) entre as médias de 8'°N, concentragdo de N e razdo C/N dos tratamentos (com e sem
inoculagdo) para cada uma das espécies fixadoras de N, e entre estas e a referéncia ndo-fixadora
de Ny, A. polyphylla. Este teste também foi utilizado para comparar os resultados dessas variaveis
no solo da area experimental ¢ no da mata adjacente. Apesar da diferenga entre o numero de
amostras de solo coletadas nas duas areas, o reduzido desvio padrdao observado em ambas

permitiu a realizagao dessa analise.

3.3 Resultados

O 8N do solo coletado na 4area experimental foi 7,34%0 (+ 0,16%0), diferindo
significativamente em relacdo ao 8'°N do solo da mata fechada, com quase 2%o a mais, em média.
Houve diferencas entre as concentracoes de N-total, de 0,16% contra 0,26% do fragmento
préximo. No entanto, a razdo C/N no solo de ambas as localidades foi similar, na faixa de 13.

O 3"°N foliar médio das leguminosas estudadas, obtido a partir dos dados contidos na
Tabela 1, foi de 2,69%o (% 2,09%0). Uma faixa de 5,8%o foi observada entre os 8N médios das
espécies; 4,5%o se forem contados somente as espécies fixadoras de N estudadas. Houve grande
variacdo no 8"°N entre as espécies. O valor minimo foi de -0,67%o para Erythrina speciosa ¢ o
maximo foi observado, entre as fixadoras de N, em Enterolobium contortisiliquum com 7,82%o.
Acacia polyphylla obteve um 8'°N maximo de 8,77%o entre os individuos amostrados. Em relagdo
a inoculagdo com rizobio nas sementes plantadas, ndo foram observadas diferencas no 8"°N foliar

das mudas no campo, com exce¢dao de M. bimucronata (Tabela 3.1).



Tabela 3.1 - Abundancia natural de "N (%o) e teor de N total (%) nos tecidos foliares de leguminosas
arboreas nativas, semeadas diretamente no campo, aos 7 meses apos o plantio, em Morro
Agudo - SP (médias de 4 repeti¢cdes; numero a direita do simbolo (£) referente ao desvio em
relagio 4 média; dados com letras diferentes na mesma espécie e () diferem estatisticamente
entre si em relacdo ao tratamento e a referéncia nao-fixadora de N, respectivamente, pelo teste

de Mann-Whitney, p < 0,05)

3N N total
Espécies Fabaceae Nao- Nao-
inoculada Inoculada inoculada Inoculada
%o %
Fixadoras de N
Papilionoideae
Erythrina speciosa 1,48+ 1,017 1,37 + 1,46 3,53+0,14" 3,36 +0,33"
Ormosia arborea 1,39 +0,43" 1,19+ 0,74 2,00+ 0,15 2,23+0,21"
Poecilanthe parviflora 3,03+ 1,49 2,48 +1.28 2,02+0,14" 2,10+ 0,24"
Mimosoideae
Enterolobium contortisiliquum 3,17 +2,14" 2,82 +2,02" 3,37 +0,23" 3,28 +£0,20"
Mimosa bimucronata 4,14 £2,08" 5,18+0,457° 2,34+0,10" 3,09+ 0,457
Parapiptadenia rigida 5,70+ 0,71 5,00+ 1,29 2,08+0,65" 2,11+0,34"
Planta referéncia ndo-fixadora
Acacia polyphylla (plantada) 6,83+ 1,28 6,99 + 0,25 3,11+0,19 3,06+ 0,31
Acacia polyphylla (mata) 5,72+ 1,06 2,62+ 0,08
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Figura 3.3 - Abundancia natural de "N (%o) nos tecidos foliares de leguminosas arboreas fixadoras de
N, ndo inoculadas com rizobio, semeadas diretamente no campo, aos 7 meses apos o plantio,
em Morro Agudo - SP (médias de 4 repeti¢des; circulo branco no valor médio corresponde ao
tratamento inoculagdo de sementes de Acacia polyphylla com estirpes de rizobio selecionados

para A. mangium)
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A. polyphylla, a referéncia nio-fixadora de N, mostrou um enriquecimento médio em "N
cerca de 4%o maior que as espécies fixadoras de N,. Os individuos de A. polyphylla coletados na
floresta mostraram ser menos enriquecidos com "N (1,0 %o a menos em média), além de ter uma
menor concentragao de N em seu tecido foliar, comparado com os individuos plantados. O valor
do 8"N foliar (média + desvio padrdo) de A. polyphylla foi de 6,83 + 1,28 %o ¢ os valores de 5'°N
foliar encontrados para Ormosia arborea e Erythrina speciosa foram significativamente menores
(dentro da faixa de valores considerada de FBN), indicando maior propor¢do do N, fixado da
atmosfera na constitui¢do de seus tecidos foliares (Figura 3.3). Embora alguns valores de 3'°N das
demais espécies estudadas tenham se mostrado similares aos de A. polyphylla, o teste de
estatistico revelou diferencas significativas entre o 8'°N da planta-referéncia e o das espécies
fixadoras de Ns.

Apesar do numero maximo observado ndo ser desta espécie, as mudas de Parapiptadenia
rigida apresentaram os maiores valores de 3'"°N, estando bem préximos aos da planta-referéncia.
Poecilanthe parviflora, Mimosa bimucronata e Enterolobium contortisiliquum apresentaram
valores intermediarios de 8'°N, com grande variagdo entre os individuos amostrados, evidenciada
pelo elevado desvio padrio do 8"°N foliar encontrado (Figura 3.3; Tabela 3.1). Para estas
espécies, a dependéncia maior pela aquisi¢ao do N, atmosférico ocorreu de forma individualizada;
principalmente E. contortisiliquum, que no fracionamento isotdpico teve individuos com valores
de 8N elevados, caracteristicos de plantas-ndo fixadoras, constrastando com individuos que
mostraram valores brutos proximo a 0 %o ou mesmo negativos, indicando possivelmente para
estes uma maior propor¢ao do N oriundo da FBN em suas folhas (Figura 3.4).

A sub-familia Mimosoideae mostrou, em média, maior enriquecimento de 8'°N nas folhas
em comparagdo com a sub-familia Papilionoideae, com 3,9%o0 contra 1,8%o, respectivamente
(Tabela 3.1). Uma tendéncia mais uniforme a maior utilizacdo do N, atmosférico se revelou para
O. arborea ¢ E. speciosa. Da mesma forma, P. rigida teve um comportamento homogéneo: neste
caso, todos os individuos amostrados mostraram ter obtido nitrogénio exclusivamente do solo

(Figura 3.4).
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Figura 3.4 - Valores de 8"°N (%o) nos tecidos foliares de leguminosas arboreas, distribuidos pelas
repeticdes do experimento, aos 7 meses apos a semeadura direta no campo em Morro Agudo,
SP (A:Enterolobium contortisiliquum; B:Mimosa bimucronata; C:Parapiptadenia rigida;
D:Erythrina speciosa; E:Ormosia arborea; F:Poecilanthe parviflora; linhas verticais indicam
desvio em relagdo a média entre os individuos amostrados na parcela; circulo preenchido:
sementes ndo-inoculadas com rizobio; circulo branco: tratamento de sementes inoculadas com

rizébio, indicado também pelo simbolo (i) no eixo horizontal)

A concentragdo média de N foliar foi de 2,7 + 0,68%. Variou de 1,4% para alguns

individuos de P. rigida até 3,6% em E. speciosa. Apesar de estas espécies serem, respectivamente,
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as detentoras de maior e menor valor de 8"°N, o teor de N nos tecidos foliares, de uma forma
geral, ndo mostrou relagao direta e significativa com o das plantas (r = 0,13).

A razdo C/N média foi 18, embora tenham ocorrido variagdes entre as espécies.
Enterolobium contortisiliquum e Erythrina speciosa, seguidos por M. bimucronata, apresentaram
razdo C/N 14, enquanto que para as demais essa razdo foi 22. A referéncia A. polyphylla teve
razdo C/N média de 15, um pouco menor que os individuos desta espécie encontrados na Mata
Chica (Figura 3.5). O teste estatistico utilizado revelou diferencas significativas, tanto para a
concentragdo de N quanto para a razdo C/N foliar, entre a planta referéncia e as espécies fixadoras
de N, estudadas. Como foi observado com o 8'"°N, apenas M. bimucronata mostrou diferengas

significativas para estas variaveis, em relacao ao tratamento utilizado (inoculagao).
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Figura 3.5 - Razdo C/N nos tecidos foliares de leguminosas arboreas plantadas por semeadura direta, aos
7 meses ap6s o plantio, em Morro Agudo - SP (médias de 4 repeti¢des; circulo branco no valor
médio corresponde as sementes inoculadas (i); circulo preenchido corresponde as sementes ndo-
inoculadas)
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3.4 Discussao

Perdas de nitrogénio (denitrificagdo e lixiviagdo de nitrato) sdo conhecidas por causar
enriquecimento em "°N, com valores maiores encontrados em solos com maior teor de argila
(ROGGY et al., 1999a; PEREZ et al., 2006). N do solo muitas vezes ¢ ligeiramente enriquecido
em "N como resultado de fracionamento durante os processos microbioldgicos como a
mineralizagdo da matéria organica e denitrificagio (HOGBERG, 1997). O 8"°N do solo da mata,
ligeiramente inferior ao da area experimental, € provavel resultado da ‘dilui¢do’ do is6topo pesado
do N pelas arvores fixadoras de N», representadas em grande ntimero de individuos e espécies
nesta floresta (RODRIGUES et al., dados nao publicados), na medida em que suas folhas, menos
enriquecidas em "°N, védo sendo depositadas sobre o solo, compondo a camada superficial. Este
fenomeno foi detectado por alguns autores em solos de floresta tropical tomados por leguminosas
fixadoras de N, (BODDEY et al., 2000).

A Razdo C/N observada no solo das duas areas encontra-se num patamar dentro do
desejavel, segundo Attiwill e Adams (1993), para que a mineralizagdo do N contido na camada
organica superficial ndo seja insuficiente para a sua aquisi¢do entre as plantas, devido a
competicdo com a microbiota do solo por este elemento (desde que o material organico
adicionado ao substrato também tenha baixa razao C/N).

Comparando sub-familias, Roggy et al. (1999a) constataram uma maior contribuicao de N,
fixado da atmosfera na nutri¢do de leguminosas da sub-familia Papilionoideae em relacdo a
Mimosoideae, tanto em solos arenosos quanto em solos com maior teor de argila, na floresta
tropical da Guiana Francesa. Essa proporcdo se mostrou similar para as espécies plantadas no
experimento, embora a pouca diferenca e alta variagdo observada ndo possa permitir uma
afirmagdo mais segura quanto a discriminagao isotdpica entre as sub-familias.

A auséncia de correlagio entre os valores de 3'°N e concentracdo de N foliar, observada
nas plantas estudadas, parece ser uma caracteristica tipica da familia Fabaceae. Segundo Galiana
et al. (2002), ela ¢ esperada em se tratando de arvores fixando N, ativamente. Em contrapartida,
Gehring e Vlek (2004) observaram, em arvores da floresta amazonica, que a falta de correlagdes
entre as concentragdes de N foliar e os sinais de 8'°N representou uma distingdo a mais entre
leguminosas ¢ nao leguminosas, tanto em fixadoras de N, em potencial quanto em espécies de

leguminosas nao-fixadoras de N,. Corroborando com esses resultados, Martinelli et al. (1999) e
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Nardoto (2005) também encontraram relagao direta entre os dois pardmetros, para espécies nao-
leguminosas da Amazonia.

A alta concentragdo de N foliar observada nas espécies estudadas esta de acordo com o
que Roggy et al. (1999b) encontraram para leguminosas, tanto fixadoras como nado-fixadoras de
Ny, na floresta tropical da Guiana Francesa. Isto sugere, segundo esses autores, que leguminosas
florestais conseguem extrair grande quantidade de N do solo e que a FBN por essas arvores nao
deve ser considerada como vantagem competitiva € sim como uma entre varias formas possiveis
de obtengdo de nitrogénio. Alguns modelos sugerem que a aquisi¢do de N via radicular ¢
energeticamente mais vantajosa para as plantas, isto ¢, ha um menor requerimento de fotossintato,
do que fixar N2 atmosférico (VITOUSEK; FIELD, 2001). Tendo em vista o sucesso adaptativo
que as espécies de Fabaceae apresentam em regides como a do Cerrado brasileiro (SOLBRIG,
1996), parece que as condigdes edaficas provavelmente afetam mais a nodulagao e a fixagdo de N,
do que o proprio estabelecimento e persisténcia dessas plantas no sistema (CREWS, 1999).

Devido ao preparo do solo e os cuidados necessarios ao provimento de melhores condigdes
ao estabelecimento das plantas semeadas diretamente no campo, esta fase inicial de recuperacao
do ambiente florestal teve caracteristicas anadlogas a implantagdo de culturas agricolas anuais, por
exemplo. A perturbagdo mecanica do solo e o revolvimento de suas camadas superficiais
provocado pelas méaquinas estimulam a mineralizagdo do N orgéanico do solo (BODDEY et al.,
2000) e, na auséncia de fertilizantes sintéticos, constituem a principal fonte de N para o
crescimento vegetal (ATTIWILL; ADAMS, 1993). Com isso, niveis elevados de FBN nesta fase
inicial seriam pouco provaveis, principalmente em solos como o da area em estudo — que antes
do plantio abrigava densa camada organica superficial — para se sobressairem em estagios
intermediarios da sucessdo vegetal (GEHRING et al.,, 2005), com as plantas em franco
crescimento € o N do solo se tornando cada vez menos disponivel.

Pela alta diluicio de "°N observada, a FBN mostrou estar ocorrendo efetivamente em
Erythrina speciosa e Ormosia arborea. Na maioria dos individuos de ambas as espécies foi
observado alto indice de herbivoria no campo, provocado por formigas cortadeiras, prejudicando
sensivelmente seu desenvolvimento, principalmente de E. speciosa. A reagdo a situagdes adversas
como esta e, em fun¢do do seu lento crescimento, somada ao abafamento por plantas invasoras,
além da dificuldade na aquisi¢do de N nas camadas mais profundas do solo devido ao alcance

limitado de suas raizes, pode ter induzido a FBN para essas espécies. Em florestas maduras,
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Gehring et al. (2005) encontraram uma correlagdo positiva entre a biomassa vegetal ¢ o 8N
foliar de leguminosas potencialmente fixadoras de N,. O género Erythrina nodula com uma
grande variedade de rizobio. Faria (1993) observou ocorréncia de nodulacao, em varios niveis de
eficacia, com estirpes isoladas de leguminosas de todas as trés sub-familias. Segundo Sprent e
Parsons (2000), isto sugere que as competi¢des com populagdes naturais no solo podem frustrar
tentativas de inoculagdo com bactérias selecionadas para o aumento da FBN. Para as plantas em
estudo, a interacdo com o rizobio nativo levou a uma maior propor¢ao do N, fixado da atmosfera
em suas folhas em ambos os tratamentos, em relagdo as demais espécies.

Conforme foi comentado na sec¢do 3.2.3, o baixo indice de individuos de M. bimucronata
submetidos a analise (Figura 3.4), aliado ao elevado desvio padrdo observado entre as amostras
coletadas (Tabela 3.1, Figura 3.3), impossibilita inferéncias seguras a respeito do efeito da
inoculagdo com rizobio no fracionamento isotopico das plantas desta espécie.

Embora Gehring et al. (2005), listando espécies de leguminosas na Amazonia, tenham
relatado Acacia polyphylla como provavelmente nodulante, ndo foram encontrados nodulos nas
raizes das mudas desta espécie. Essa observagdo ¢ corroborada por Brockwell et al. (2005),
confirmando para esta o status de ndo-fixadora de N,. O género Acacia apresenta espécies
conhecidamente nodulantes, sendo as australianas as mais estudadas quanto a FBN (SPRENT;
PARSONS, 2000); no entanto, sdo muitas as espécies pan-tropicais, especialmente da Africa e
América, relatadas como ndo-nodulantes (FARIA et al., 1987; FARIA; LIMA, 1998). Segundo
Gehring e Vlek (2004), a proximidade taxondmica entre leguminosas ndo-fixadoras de N, e outras
familias vegetais ¢ um argumento em favor da escolha desse grupo de plantas como espécies-
referéncia. Sprent et al. (1996) detectaram, na vegetagao do Cerrado, altos sinais foliares de 3N
em leguminosas ndo-fixadoras de N, em comparagdo com as nao-leguminosas, o que contribui
para uma posterior estimativa mais confiavel da propor¢do do N derivado da atmosfera pelas
leguminosas fixadoras de N, em estudo.

A alta variagdo intra-especifica observada pode ter sido originada por outros atributos do
solo ndo relacionados com a FBN pela simbiose rizobio-leguminosas na area em estudo. Fatores
como o processo de fracionamento especifico da aquisi¢do e/ou assimilagdo de nitrogénio podem
interferir significativamente no 8'°N foliar (YONEYAMA et al., 1991). Segundo Hogberg (1997),
a alta variabilidade no 8N indica diferentes caminhos na aquisi¢do de nitrogénio. Este autor

ainda afirma que as dindmicas complexas do N do solo tornam dificeis os estudos detalhados da
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abundéncia natural do "N no estoque de N do solo, principalmente devido as mudancas
dramaticas em curtos periodos de tempo provocadas pelo seu componente ativo.

Da mesma forma, a associagdo com fungos micorrizicos em uma determinada espécie
exerce grande influéncia no seu acesso a fontes diferentes de N (inclusive organicas),
conseqlientemente, no resultado do §°N (HOGBERG, 1990; HOBBIE et al., 2000). A simbiose
com fungos micorrizicos pode alterar o 8'"°N do nitrogénio transferido do fungo para as plantas
hospedeiras. Segundo Hobbie et al. (2000), o mecanismo mais plausivel para explicar baixos
valores de 815N em tecidos foliares, para plantas ndo-fixadoras de Nj, se baseia no fato de um
alto fracionamento isotopico durante a transferéncia de N de fungos micorrizicos para as plantas.
Hogberg (1990) encontrou maiores diferencas no fracionamento isotopico de espécies florestais
africanas entre espécies associadas com ectomicorrizas € com micorrizas vesicular-arbusculares
do que entre espécies fixadoras e ndo-fixadoras de N,. Como essa associa¢do ¢ quase uma regra
para a maioria de solos e plantas vasculares (READ, 1991), estudos devem ser aprimorados para
avaliar o qudo universal este fendmeno pode ser, ou mesmo se raizes nao-micorrizadas
apresentam esta mesma capacidade (BODDEY et al., 2000).

Os valores da razdo C/N observados nos tecidos foliares das leguminosas plantadas no
experimento evidenciou, junto com as elevadas concentragdes de N foliar, a possibilidade de
adi¢do de uma fonte extra de N ao sistema, no caso da ocorréncia da FBN e da indisponibilidade
deste elemento no solo. Isto pode ser afirmado com base no modelo proposto por Parnas (1975), o
qual sugere que um tecido vegetal com razdo C/N abaixo de uma faixa critica (20-30) promove
uma rapida mineralizacdo do N organico nele contido, devido ao favorecimento da atividade
bioldgica durante o processo de decomposicdo deste material. Segundo Paul e Clark (1989),
quando a razdo C/N de residuos agricolas excede a marca de 25, o N tende a ser imobilizado no
solo, tornando-se indisponivel para as plantas. A baixa razdo C/N observada em diversas espécies
da familia Fabaceae, muito desejada na rotacdo de culturas, em cultivos agricolas consorciados
(BODDEY et al., 1997) ou em sistemas agroflorestais — onde o material rico em N dessas plantas
pode ser prontamente aproveitavel para as culturas de interesse comercial — ¢ aplicavel quando
se deseja acelerar o processo de sucessdo ecologica na restauragdo de florestas, promovendo um
maior e mais rapido aporte de N ao sistema necessario ao estabelecimento de espécies com

maiores exigéncias nutricionais, caracteristicas de estagios mais tardios.
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Para as espécies estudadas, o melhor exemplo dessas possiveis contribuigdes pode ser
creditado a Erythrina speciosa e Enterolobium contortisiliquum. A primeira, com alta
concentragdo de N foliar (podendo estar associada com a elevada procura de suas folhas pelas
formigas) e baixa razdo C/N, além da ocorréncia da FBN na area em estudo, confirma as
evidéncias indiretas relatadas por Sprent e Parsons (2000) de uma positiva contribuicdo em N que
o género Erythrina proporciona ao solo, responsavel provavelmente pela sua difusdo como cultivo
intercalado ao café e coco ¢ pela sua crescente aceitagdo em sistemas agroflorestais. Enterolobium
contortisiliqguum, de baixa razdo C/N e com muitos individuos mostrando estarem fixando N,
atmosférico, além do seu sucesso no estabelecimento no campo quando plantado por semeadura
direta (ENGEL; PARROTTA, 2001) aliado ao rapido crescimento observado (dados ndo
publicados), mostra-se promissora para a recuperacdo de areas degradadas e de preservagdo
permanente. Todavia, em se tratando de restauragdo de florestas, € necessario que a incorporagao
de N ao sistema seja feita ao longo de um periodo de tempo superior ao esperado para a nutricao
de plantas de ciclo curto, como as de interesse agricola. Isto pode ser alcangado com o uso de um
nimero maior de espécies, com diferentes padroes e velocidades de decomposicdo de seus
residuos (THOMAS; ASAKAWA, 1997). Além disso, para uma melhor compreensao da
velocidade de decomposi¢do e liberagdo de nutrientes do material vegetal ao sistema, alguns
autores afirmam que a razdo C/N deve ser acompanhada da analise de constituintes quimicos,
como a concentracdo de lignina e polifendis (PALM; SANCHEZ, 1991; TIAN et al., 1992;
CONSTANTINIDES; FOWNES, 1994).

Como foi sintetizado por Nadelhoffer et al. (1996), o 8'"°N das plantas depende da fonte de
N assimilado pelas mesmas, da profundidade do solo de onde o N ¢ adquirido, da forma do N
utilizado e, finalmente, da influéncia das associa¢cdes com micorrizas ¢ do fracionamento durante
e apos a absor¢do de N pelas plantas. Para se ter resultados seguros, o método da abundancia
natural do °N prevé que os sinais de 8'°N devem ser consideravelmente inferiores, em relagdo as
plantas-referéncia (GEHRING; VLEK, 2004). Conforme a recomendagdo de Hogberg (1997), a
quantificagio da FBN deve ser feita somente quando o 8"°N foliar das espécies-referénca tenham
diferencas superiores a 5%o em relacdo ao N derivado da FBN. Uma diferenga significativa na
constitui¢do isotopica entre o N derivado do solo e o N, fixado ¢ uma condi¢do necessaria,
embora insuficiente, para o éxito no uso do método da 8'"°N para avaliar a FBN (ROGGY et al.,

1999a). Galiana et al. (2002), com base em experimento de campo com plantios consorciados de
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Acacia mangium e Eucalyptus urophylla, confirmam que a avaliagdo da fixagdo de N, por uma
dada espécie ndo pode ser generalizada a partir de situagdes especificas, visto que muitos fatores
ambientais afetam esse potencial, mesmo em uma area relativamente pequena.

Apesar do elevado numero de trabalhos relacionados a FBN em leguminosas arboreas
encontrados na literatura, muitos sdo voltados para a dinamica dessas plantas em florestas
maduras ou em estagio avangado de sucessao secundaria (MARTINELLI et al, 1999; GEHRING
et al., 2005; OMETTO et al., 2006). Dessa forma, comparacdes devem ser feitas com cautela em
relagdo a arvores jovens crescendo em solo exposto e/ou em areas abertas com vistas a
restauracdo florestal. As dificuldades em medir as taxas de FBN no campo, especialmente na
vegetacao perene, t€ém levado ao desenvolvimento e ao uso cada vez maior de técnicas usando
1s0topos estaveis que oferecem uma analise qualitativa capaz de discriminar a origem do N fixado
pelas plantas (DAWSON et al., 2002). Devido as limitagdes metodologicas freqiientemente
observadas na estimativa da FBN (BODDEY et al., 2000; GEHRING; VLEK, 2004), este
trabalho evitou aproximagoes relacionadas, por exemplo, a proporcao de N, derivado da fixagdo
atmosférica, procurando relatar aspectos da dinamica do N em espécies arboreas jovens e
evidéncias indiretas do papel da FBN no processo de restauragdo florestal.

No presente estudo, os resultados mostraram maior aquisicdo do N, atmosférico para
algumas espécies, junto com evidéncias da ocorréncia da FBN de forma pontual entre individuos
da mesma espécie. Revelam também a possibilidade de comportamentos variados destas
leguminosas em relacdo a aquisi¢do e assimilagdo de N, ndo necessariamente relacionados com a
simbiose com rizobio, além da influéncia direta do historico da area e do preparo do solo no
fracionamento isotdpico do N nas espécies estudadas durante essa fase inicial de seu
desenvolvimento. Novos estudos sobre os diferentes processos de transformagao do N no sistema
solo-planta, além das mudancas no 8'°N das espécies ao longo do tempo, se fazem necessarios
para uma compreensao mais detalhada a respeito da dinamica do nitrogénio em areas degradadas,
na busca por indicadores precisos de avaliagdo do potencial das leguminosas arboreas no processo

de retomada do ambiente florestal ¢ de monitoramento de areas sob restauragao.
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APENDICE - Semeadura direta de leguminosas florestais em plantios puros e mistos

Dados relativos a germinagdo e crescimento de sementes de espécies florestais em
ambientes onde se deseja recompor a biodiversidade devem ser norteados por uma similaridade o
maior quanto for possivel das condi¢des naturais, admitindo-se com isso um maior numero de
espécies por unidade de area. Nos capitulos (2 e 3) os experimentos constaram de parcelas com
arvores de uma so espécie plantada, com a tentativa de analisar o efeito da inoculagdo com rizdbio
nas sementes, além de observar, de forma isolada, o desempenho de cada espécie quando plantada
no campo por semeadura direta. A ado¢@o do plantio puro nos capitulos supracitados teve como
premissa fundamental seguir os principios basicos da experimentagdo, com o objetivo de facilitar
as analises posteriores.

No reflorestamento de 4reas destinadas a preservagdo permanente, 0s aspectos
silviculturais relacionados a exploragdo da madeira e outros usos deixam de ter maxima
importancia para dar lugar a outros atributos, como atragdo da fauna, prote¢dao do solo e dos
mananciais, etc. Com isso, a introdugdo de arvores de diferentes espécies florestais semeadas no
mesmo local pode permitir a ocupagdo de estratos distintos, em funcao dos diferentes padroes de
crescimento caracteristicos das plantas em estudo.

Com vistas a observacdo do estabelecimento e do padrdo de crescimento das espécies
estudadas em conjunto, foi realizado um plantio ‘misto’ (sementes de todas as espécies), na
mesma data do plantio ‘puro’ (sementes de 1 espécie por parcela) descrito no experimento 1
(capitulo 2). Para testar esses dois tratamentos, foram avaliados o estabelecimento e o
crescimento inicial das plantas. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso
com trés repetigdes. As sementes utilizadas neste ensaio ndo receberam inoculacao com rizobio. A
superagdo da dorméncia das sementes foi realizada da mesma forma e nas mesmas espécies que
no experimento 1.

A densidade de sementes nos plantios mistos foi de 20 sementes.espécie”’ em cada parcela.
Do numero de individuos germinados em relacdo a esse total, determinou-se a porcentagem de
germinagdo/sobrevivéncia em cada espécie (com excecdo de E. speciosa), para efeito comparativo
com o plantio puro, aos 3 meses apds a semeadura.

A medicdo de altura foi realizada aos 10 meses apos a semeadura (MAS). As arvores

amostradas no plantio puro foram as mesmas do experimento 1 (3 meses antes). Na mesma data
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foi medida a altura das arvores no plantio misto, baseado nas médias do numero total de

individuos crescendo em cada parcela.
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Figura 1. Emergéncia (%) de plantulas de
Fabaceae em plantio puro aos 3 meses e plantio
misto aos 3 e 10 meses apos a semeadura direta
no campo (médias de 3 Repeti¢des)

A porcentagem de germinagdo /sobrevivéncia
das mudas no campo experimental pode ser vista na
Figura 1. Foi incluido também o dado referente a
contagem de individuos nas linhas de plantio a época
da medicdo de altura, ou seja, 7 meses depois,
indicando que algumas sementes germinaram nesse
periodo. De uma forma geral, as espécies plantadas em

conjunto tiveram o0 mesmo comportamento que

plantadas puras, em relagdo a porcentagem de plantulas
emergentes. O baixo potencial das sementes pequenas se

mostrou ainda mais evidente, possivel conseqiiéncia do

abafamento provocado pelas plantulas de outras espécies.

A velocidade de crescimento também foi parecida nos dois tratamentos. A altura

observada das arvores plantadas puras foi ligeiramente superior a das arvores do plantio misto,

principalmente para Poecilanthe parviflora (Figura 2). A competi¢do interespecifica, incluindo os

efeitos de um maior sombreamento, pode ter influenciado o crescimento inferior médio observado

nos plantios mistos. Acacia polyphylla, por ocupar os
estratos superiores entre as arvores das outras espécies,
ndo apresentou este comportamento, embora o desvio
padrao elevado indique pouca uniformidade na altura
das plantas nesse tratamento. Embora Parapiptadenia
rigida esteja mostrando uma condigdo contraria as
demais, o numero de individuos (n) que tiveram a altura
mensurada foi muito pequeno, em funcdo do seu baixo
potencial germinativo. Para esta espécie, além de
Bowdichia virgilioides e Mimosa bimucronata, o baixo

n impede que se facam maiores inferéncias sobre

diferencas reais de crescimento, quando semeadas em plantios puros ou mistos.

2,0 4

1,5 A

1,0 A

0,5 -

0,0

|_Iul

I plantio puro
[ plantio misto

in I,ﬂ I

Figura 2. Crescimento em altura (m) das mudas de
Fabaceae aos 10 meses apos a semeadura direta no
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i ot i
Foto 1 - Instalacdo do experimento: rogada na area experimental da fazenda Mata Chica, municipio
de Morro Agudo (SP)

Foto 2 - Instala¢do do exprimento: retirada da vegetagdo na area exprintal



Foto 3 - Area experimental com o preparo do solo e as parcelas delimitadas, 25 dias apos a
semeadura direta de leguminosas florestais

Foto 4 - Leguminosas arboreas crescendo na area experimental, 13 meses apos a semeadura
(MAS) direta
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Foto 5 - Vista geral do experimento, 6 MAS




Foto 12 - Bowdichia virgilioides
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Foto 13 - Enterolobium contortisiliqguum
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Foto 14 - Mimosa bimucronata

Foto 15 —Pralptadenla igida .

69





