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RESUMO: A bracatinga (Mimosa scabrella
Benth.) € uma espécie nativa de leguminosa arbérea
muito utilizada por agricultores familiares no estado
de Santa Catarina. Além da capacidade de
associagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio
(BFN), ela pode estabelecer simbiose com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA). O objetivo do
trabalho foi avaliar o desenvolvimento de mudas de
Mimosa scabrella sob inoculagdo com FMA e BFN.
Um experimento, em caémara de crescimento, foi
conduzido em delineamento completamente
casualisado, composto por 4 tratamentos: BFN
(Burkholderia sp.), FMA (Glomus intraradices) e
combinagao de BFN e FMA, além do controle sem
microrganismos. As plantas foram avaliadas apods
noventa dias em sua massa seca da parte aérea
(MSPA), de raiz (MSR), acumulo de nitrogénio
(ANPA), numero de nodulos (NN), massa seca
(MSN), comprimento, area superficial e volume de
raiz, além da colonizagao micorrizica. Os resultados
demonstraram dependéncia de inoculagdo de FMA
e BFN no desenvolvimento de mudas de Mimosa
scabrella sob condi¢des limitantes de fésforo. Além
da MSPA e MSR, a inoculagdo com FMA e BFN
influenciou positivamente a nodulagdo, o acumulo
de nitrogénio e as variaveis radiculares,
relativamente aos tratamentos com cada um desses
microrganismos.
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INTRODUGAO

Ao longo da histéria de ocupagdo do estado
de Santa Catarina (SC), a Floresta Ombroéfila Mista
ou Mata de Araucaria, principal bioma da serra
catarinense, foi alvo de intensa exploracéo
madeireira levando a uma mudanca significativa no
uso do solo; atualmente menos de 1% do total
dessa floresta €& remanescente. A bracatinga
(Mimosa scabrella Bentham, Fabaceae) é uma
espécie componente dessa formacao florestal; de
porte arbdéreo, ocorre em areas de floresta
secundaria ou em regeneracao (Carvalho, 2002).

Essa arvore é um dos recursos florestais
nativos do Sul do Brasil mais utilizado por
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agricultores familiares de Santa Catarina com
multiplas utilidades: na producgao apicola de mel e
melato, como espécie paisagistica, na produgao de
celulose, na industria madeireira, como palanques e
escoras, na recuperagdo de areas degradadas e
como fonte de energia (Embrapa, 1988; Miiller,
2011). Além disso, as folhas da bracatinga podem
ter mais de 19% de proteina bruta e é consumida
pelos ruminantes no periodo hibernal quando ha
restricdo das pastagens (Freitas et al., 1994).

A bracatinga, assim como outras espécies
leguminosas, forma, nas raizes, associacdes
simbiéticas com bactérias diazotréficas, em
estruturas denominadas noédulos (de Faria et al.,
1984; Gaiad & Carpanezzi, 1984; Primieri et al.,
2013). Em troca de nutrientes e energia, as
bactérias realizam a FBN e produzem NH; que, uma
vez transferido aos tecidos vegetais, pode ser
metabolizado em aminoacidos e proteinas. No
trabalho de Primieri (2013), isolados bacterianos
foram capazes de fixar o mesmo montante de
nitrogénio que o controle fertilizado, demonstrando a
importancia desse processo para a espécie.

A eficiéncia da FBN pode ter relagdo direta
com a presenca de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA). Andrade et al. (2000), relatou pela primeira
vez a ocorréncia de estruturas tipicas, como
arbusculos, hifas intracelulares e vesiculas nas
raizes em M. scabrella. Um dos efeitos mais
pronunciados de FMA é o aumento na absorgao de
nutrientes e agua pelas hifas do fungo, que séo
disponibilizados ao hospedeiro vegetal em troca de
fotossintatos (Smith & Read, 2008), principalmente
aqueles que apresentam menor mobilidade no solo,
como o fésforo, ou incrementar a absor¢do de agua
em condicbes de estresse hidrico (Moreira et al.,
2010).

A co-inoculagdo de FMA e BFN pode
desencadear efeitos sinérgicos entre eles e a planta,
amplificando suas fung¢des positivas (Antunes et al,
2006).

Nossa hipétese é que a simbiose tripartite,
planta, FMA e BFN sado fundamentais para o
crescimento de Mimosa scabrella, principalmente
em solos pobres em fésforo, que é caracteristica de
solos onde essa espécie se desenvolve
naturalmente.
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O objetivo do trabalho foi avaliar o
crescimento de mudas de Mimosa scabrella sob
inoculagdo com FMA, BFN ou a combinagéo desses
dois grupos.

MATERIAL E METODOS

Organismos estudados

As sementes de bracatinga foram coletadas
de Unica matriz localizada no municipio de
Urupema/SC, sob as coordenadas geograficas
27°57'41.75"S e 49°50°'40.90’0 e armazenadas na
geladeira. A quebra de dorméncia das sementes foi
realizada por imersdo em agua a 80°C durante cinco
minutos, deixando-as em repouso durante 18 horas.
Em seguida, as sementes foram pré-germinadas em
folhas de papel absorvente Gear Box®, umedecidas
com agua destilada esterilizada, em camara do tipo
B.O.D. (Biological Oxygen Demand) a 25°C, até a
protrusdao da radicula alcangar de 1 a 2 cm de
comprimento.

A bactéria fixadora de nitrogénio utilizada foi
previamente isolada e testada quanto a FBN
(Primieri,  2013), pertencente ao  género
Burkholderia. A produgao do inéculo foi realizada em
frascos de Erlenmeyer com 30mL de meio levedura
manitol (LM), incubados por 36 horas a 28°C, sob
agitagao constante (Vincent, 1975).

O in6culo de FMA consistiu de MYKE PRO
(Premier Tech Biotechnologies, Riviere du Loup,

Québec, Canada) que ¢€é composto de 500
propagulos viaveis por grama de Glomus
intraradices,. O in6culo foi examinado para

confirmar a aparéncia saudavel dos esporos, que
eram abundantes, e que ndo havia contaminagéo
com esporos de outras espécies.

Instalagao do experimento

@) experimento  foi conduzido em
delineamento completamente casualisado,
consistindo do fator inoculagdo com quatro
tratamentos: controle n&o inoculado, FMA, BFN e
FMA + BFN (Burkholderia sp.).

Potes com 2,8L de capacidade foram
utilizados, preenchidos com substrato formado por
solo, areia e vermiculita (1:1:1) previamente
esterilizados separadamente em autoclave (121°C
por 30 minutos horas). O fornecimento de nutrientes
foi realizado semanalmente, 100 mL de solugéo
nutritiva de Hoagland modificada sem nitrogénio e
mantendo a concentracdo de P sob 20 mg kg'1,
considerado baixo para as plantas, mas ainda acima
da concentragdo encontrada em solos onde esta
espécie ocorre naturalmente (Mazuchowski et al,
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2014).

Os tratamentos com FMA foram inoculados
com 10 g do indculo por vaso, colocando uma
camada fina, 1 cm abaixo da superficie do
substrato, quando as plantulas foram transferidas.
Potes atribuidos a BFN foram inoculados com 1 ml
de meio liquido, levedura Manitol (YM), incubadas
previamente a 28°C num agitador, contendo cerca
de 10° UFC ml" (Hungria & Aratjo, 1994). A
inoculacgao foi realizada sete dias apds o transplante
das mudas para permitir o seu estabelecimento no
substrato.

Os potes foram entdo distribuidos em camara
de crescimento, localizada na Algoma University,
Sault Ste Marie, Canada, com 18 horas de luz diaria,
temperatura constante de 25°C e umidade relativa
controlada a 55%.

Coleta de dados e parametros avaliados

As plantas foram colhidas apds 90 dias de
crescimento. O substrato foi removido do sistema
radicular das plantas e seco a temperatura ambiente
em sacos de plasticos abertos. Caules e raizes
foram separados na linha do solo. As raizes foram
lavadas e os nddulos presentes nas raizes foram
contados para avaliar a inoculagdo. Em seguida, os
sistemas radiculares foram armazenados em etanol
a 50%. A parte aérea e os ndédulos foram secos
durante cinco dias, numa estufa com ar forcado, a
uma massa constante a 60°C e posteriormente
pesados.

Todos o0s sistemas radiculares foram
digitalizados usando o sistema WinRhizo Pro (2009)
software de digitalizagcdo (Regent Instruments
Canada Inc.) com o scanner Epson Expression
10000 XL. Para o processo, as raizes foram
removidas do etanol e imersas em uma bandeja
transparente com agua. Os dados foram coletados
para cada réplica nas seguintes variaveis:
comprimento total da raiz, area superficial radicular,
volume total radicular e didametro médio.

Posteriormente, as raizes foram cortadas em
segmentos de um centimetro e uma sub-amostra
representativa de cada repeticdo foi colocada em
cassetes (HistoPrep OmniS- ette; Fisher ScientiWc
Healthcare, Pittsburgh, PA, USA). As amostras
foram limpas em 10% de KOH durante 1 h a 80°C,
acidificadas com HCI a 1% durante 20 min, e depois
coradas com Azul de Tripano (0,05%). Raizes
coradas foram colocadas em glicerol durante a noite
para remover a mancha residual e em seguida,
colocadas em laminas de microscopio para a
analise de caracteristicas dos fungos (isto &, hifas,
vesiculas e arbusculos). Percentual de colonizagao
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por FMA foi medida pelo método de interseccao das
linhas de grade em 200x ampliagdo (McGonigle et
al., 1990).
Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando ANOVA
one-way, seguido pelo teste post-hoc de Tukey (P <
0,05%). Quando necessario, os dados foram
submetidos a transformacdo Box-Cox para
estabilizar a variancia residual (Sakia, 1992). Os
procedimentos  estatisticos foram realizados
utilizando software STATISTICA (Statsoft, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o
crescimento de mudas de Mimosa scabrella foi
significativamente melhor na presenga de BFN +
FMA, do que de cada um desses grupos de
microrganismos em separado (Tabela 1) e (Figura
1). A interagdo entre os dois microrganismos
aumentou, em mais de duas vezes, a massa seca
da parte aérea (MSPA) e o acumulo de nitrogénio na
planta (ANPA). A massa seca da raiz (MSR)
também foi afetada positivamente pelo tratamento
com os dois microrganismos.

A presenca de FMA teve influencia
significativa no numero de noédulos (NN) e em sua
massa seca (MSN), demonstrando que a micorriza é
importante para o estabelecimento da bactéria,
melhorando seu crescimento.

Tabela 1 — Massa seca da parte aérea (MSPA),
acumulo de nitrogénio total (ANPA), massa seca
de raiz (MSR), numero de nddulos (NN) e massa
seca de noédulos (MSN) em mudas de Mimosa
scabrella.
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Tabela 2 - Comprimento da raiz (CR), area
superficial radicular (ASR) e volume total
radicular (VTR), em mudas de Mimosa scabrella.

CR ASR VTR

Tratamento 2 3

m cm cm

Controle 1,1b 150 ab 1,5ab

FMA 1,0b 127 b 1,3b

BFN 1,9 ab 300 ab 3,2ab

BFN+FMA 28a 346 a 34a

MSPA ANPA MSR NN MSN

Tratamento  mg/planta mg/planta  mg/planta mg

Controle 509 b 9,2b 15b - -

BFN 742 b 14,0b 17 ab 72 95b
b

FMA 866 b 14,5b 29 ab - -

BFN+FMA 1870 a 52,0a 44 a 139 50,1
a a

Médias seguidas de diferentes letras na coluna indicam
diferencas entresi (ANOVA) a P < 0,05.

Em relagdo as variaveis radiculares, a
interagdo BFN e FMA foi significativa para os dados
(Tabela 2), aumentando os valores em relagéo ao
comprimento da raiz (CR), area superficial radicular
(ASR) e volume total radicular (VTR)

Médias seguidas de diferentes letras na coluna indicam
diferengas entre si (ANOVA) a P < 0,05.

A colonizagdo micorrizica (CM) também
melhorou com a interagdo entre os microrganismos,
de 40% de CM quando inoculado apenas com o
FMA, este par&metro chegou a 83% com a
presenca da BFN.

Como resultado de seu papel no fornecimento
de nutrientes, que sdo frequentemente limitantes
para a produtividade da planta, FMA e BFN podem
ter efeitos sinérgicos sobre plantas hospedeiras
através da redugdo da limitagcdo por fosforo e
nitrogénio, entre outros mecanismos (Antunes &
Goss, 2005).

Estes resultados sdo consistentes com dados
reportados para outras espécies (Antunes et al.
2006; Wang et al.,, 2011; Bauer et al.,, 2012),
mostrando pela primeira vez que a bracatinga pode
responder muito significativamente a FMA e BFN.

Mimosa scabrella cultivada em

Figura 1 -
camara de crescimento inoculada com BFN (meio),
com BFN + FMA (direita) e o controle sem
microrganismo (esquerda).

CONCLUSOES

Além da massa seca, a inoculagdo conjunta
com FMA e BFN influenciou positivamente a
nodulagdo, o acumulo de nitrogénio e as variaveis
radiculares. Estes resultados demonstraram



XXXV Congresso
Brasileiro de
Ciéncia do Solo

GCENTRO DE CONVENGOES - NATAL / AN

dependéncia de inoculagdo de FMA e BFN no
desenvolvimento de mudas de Mimosa scabrella
sob condigdes limitantes de fésforo e abrem assim
boas perspectivas para o estudo da diversidade
funcional desses microrganismos com vista a uma
maior produtividade e utilizacdo desta espécie
arborea como recurso natural.
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