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RESUMO

O Cerrado brasileiro apresenta grande diversidade de plantas, como o Baru e
Goncalo-Alves.Os Latossolos sdo predominantes e se caracterizam pela acentuada
acidez e reduzida disponibilidade de alguns nutrientes, como o foésforo (P). Este e
outros nutrientes limitantes, podem ser suplementados a cultura por meio da adi¢do
de residuos organicos. Aliados a inoculacado de microrganismos, os residuos podem
desempenhar papéis importantes no estabelecimento de plantas em diferentes
ambientes. O objetivo do trabalho foi avaliar o desenvolvimento inicial de mudas de
Baru e Gongalo-Alves, por meio do aumento da disponibilidade de nutrientes (como
o P), proveniente da adubac¢&o com lodo de esgoto compostado, somados ou nao a
inoculacdo de microrganismos promotores de crescimento vegetal (Bacillus subtilis e
o fungo micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum), em vasos. Os experimentos
foram conduzidos por espécie vegetal, em casa de vegetacdo, na Faculdade de
Ciéncias Agronomicas (FCA-Unesp Botucatu). O delineamento experimental foi o de
blocos casualizados em esquema fatorial 2 x 4, sendo: 2 tratamentos com lodo de
esgoto compostado (com e sem) e 4 tratamentos de inoculacdo de microrganismos
(Controle, B. subtilis, Gl. clarum e B. subtilis + GI. clarum), com 5 repeticdes e 1
muda por vaso. Transcorridos 150 dias do transplantio, as mudas foram avaliadas
para 0s seguintes parametros: massa fresca e seca da parte aérea; diametro do
coleto; altura de plantas; nimero de folhas; indice de qualidade de mudas; massa
fresca e seca das raizes; area de superficie; volume, comprimento total e diametro
médio das raizes; teor relativo de clorofila foliar; fotossintese liquida; transpiracdo e
condutancia estomatica; colonizacdo radicular e numero de esporos de FMA;
colonizacao radicular por endofiticos septados escuros e carbono do CO:2 (C-COx2)
liberado. O Baru mostra ser uma espécie pouco exigente em adubacéo,
especialmente em P, para o seu crescimento inicial, contudo a inoculacdo de
microrganismos, especialmente o FMA, favoreceu o desenvolvimento inicial da
planta. A inoculacdo de microrganismos e a adicdo do lodo de esgoto compostado
atuaram de forma positiva no desenvolvimento inicial de Gongalo-Alves, na

colonizagéo radicular e na atividade microbiana do solo.

Palavras-chave: Dipteryx alata Vogel, Astronium faxinifolium Schott.; micorriza

arbuscular; bacillus subtilis; promotores de crescimento; cerrado.






ABSTRACT

The Brazilian Cerrado has a great diversity of plants, including the Baru and
Goncalo-Alves trees. In this biome, Oxisols are predominant and are characterized
by pronounced acidity and reduced availability of some nutrients, including
phosphorus (P). This and other limiting nutrients for plant development, can be
supplemented to the crop through the addition of organic residues. Combined with
the inoculation of microorganisms, residues can play important roles in the
establishment of plants in different environments. The objective of this study was to
evaluate the initial development of Baru and Gongalo-Alves seedlings, by increasing
the availability of nutrients (such as P), from fertilization with composted sewage
sludge, added or not to the inoculation of plant growth promoting microorganisms
(Bacillus subtilis and arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) Glomus clarum), in pots.
The experiments were carried out by plant species, in a greenhouse, at the Faculty of
Agronomic Sciences (FCA-Unesp Botucatu). The experimental design was
randomized blocks in a 2 x 4 factorial scheme being: 2 treatments with composted
sewage sludge (with and without) and 4 treatments of inoculation of microorganisms
(Control, B. subtilis, Gl. clarum and B. subtilis + Gl. clarum), with 5 repetitions and 1
plant per pot. After 150 days of transplanting, seedlings were evaluated by the
following parameters: fresh and dry shoot weight; stem diameter; plant height;
number of leaves; seedling quality index; fresh and dry weight and root area surface;
volume, total length and mean root diameter; relative chlorophyll content; liquid
photosynthesis; transpiration and stomatal conductance; root colonization and
number of AMF spores; root colonization by dark septate endophytes and released
CO2 (CO2-C) carbon. Baru shows to be a less demanding species in fertilization,
especially in P, for its initial growth, however the inoculation of microorganisms,
especially the AMF, favored the initial development of the plant. The inoculation of
microorganisms and the addition of composted sewage sludge were positive for the

initial development of Gongalo-Alves, root colonization and soil microbial activity.

Keywords: Dipteryx alata Vogel; Astronium faxinifolium Schott; arbuscular

mycorrhiza; bacillus subtilis; growth promoter, cerrado.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro é o segundo maior bioma da América Latina, abrange
cerca de 22% do territério nacional, estando presente nos estados como Goias,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana e S&o Paulo (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2019), onde esté localizado o municipio de Botucatu. Nesta regido, os
remanescentes de vegetacbes naturais ocorrem de forma fragmentada,
encontrando-se areas de floresta estacional semidecidual, florestas riparias,
cerradao e cerrado (JORGE; MOREIRA, 2000).

Considerado como um dos “hotspots” mundiais de biodiversidade (SANO et
al., 2019), o Cerrado apresenta grande diversidade de plantas endémicas. No
entanto, apenas cerca de 8,6% de seu territorio € legalmente protegido por unidades
de conservacado (VIEIRA; PRESSEY; LOYOLA; 2019), colocando inUmeras espécies
vulneraveis a extingdo devido a acdes antropicas (CARRANZA et al., 2014). Dentre
estas estdo o Baru (Dipteryx alata Vogel) e o Gongalo-Alves (Astronium fraxinifolium
Schott).

O Baru € uma arvore frutifera de grande importancia ecoldgica, sendo
classificada como espécie-chave deste bioma, uma vez que seu fruto amadurece na
época da seca, mostrando-se importante tanto para alimentacdo humana, quanto
para a fauna da regido (VIEIRA; CAMILLO; CORADIN, 2016; FRAGUAS et al.,
2014). Outro aspecto relevante s&o suas propriedades medicinais (SILVERIO;
CASTRO; MIRANDA, 2013) presentes em sua castanha. Outra arborea nativa com
relevante potencial econdmico é o Gongalo-Alves, em decorréncia das propriedades
medicinais encontradas em suas folhas, cascas e raizes (LEITE, 2002; MACEDO;
FERREIRA, 2004). Ambas as espécies sdao indicadas para projetos de
reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas (MIZOBATA; CASSIOLATO;
MALTONI, 2017) por serem bem adaptadas as condi¢des do Cerrado.

Contudo, para garantir 0 sucesso na recuperacao de areas degradadas no
Cerrado, onde os solos sédo bastante intemperizados e nutricionalmente pobres
(AGEGNEHU; AMEDE, 2017), é necessario muito conhecimento sobre as limitacdes
nutricionais (CRUZ et al., 2011) e sobre o comportamento das espécies vegetais em
diferentes condi¢des abidticas, de forma que sua reintroducao seja feita segundo as

suas aptiddes de sobrevivéncia e estabelecimento em campo. Estudos sobre as
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respostas das plantas as diferentes condicdes ambientais, as adequadas fontes e
doses de nutrientes sdo fundamentais para ampar as diversas etapas do processo
de restauracdo de areas degradadas (CALDEIRA et al., 2012).

Em regides de Cerrado, o fosforo (P) € considerado um nutriente limitante ao
desenvolvimento de plantas (ALEIXO et al., 2020). Sua participagdo em processos
como a fotossintese, divisdo e crescimento celular (CARSTENSEN et al., 2018),
auxiliam no desenvolvimento vegetal inicial. No solo, o P é encontrado na forma
insoluvel e grande parte dos fosfatos inorganicos, aplicados na forma de fertilizantes
minerais, sdo rapidamente imobilizados, tornando-se indisponiveis. A maioria dos
fertilizantes minerais fosfatados s&do provenientes de fontes n&o renovaveis
(PANTANO et al., 2016), portanto, novas biotecnologias sustentaveis que
possibilitem suprir parte da necessidade da planta por este e outros nutrientes, &

imprescindivel.

O uso de residuos industriais ou agricolas, gerados ao longo do processo de
formagcdo de matérias primas, como fonte de nutrientes para diferentes culturas
agricolas (ABREU-JUNIOR et al., 2017; RAHEEM et al., 2018) é uma pratica mais
recentemente difundida. Dentre os varios residuos existentes tem-se o lodo de
esgoto que, para sua correta utilizacdo, deve passar por diversos tratamentos para
remocao ou reducdo de patogénos (KACPRZAK et al., 2017), adequando-se aos
critérios das legislacdes vigentes. Apds o tratamento, o lodo de esgoto, agora
compostado com bagaco de cana-de-acucar, se mostra uma alternativa viavel e um
importante adubo, com capacidade para fornecer de matéria organica (MO), P e
outros nutrientes as plantas (TYAGI; LO, 2013; LOBO et al., 2013).

Aliado ao manejo de adubacao, tem-se as biotecnologias sustentaveis como
0S microrganismos promotores de crescimento de plantas. Os fungos simbiontes
micorrizicos arbusculares (FMA), por meio de sua rede de hifas, exploram o solo por
agua e nutrientes como nitrogénio (N), zinco (Zn) e P, especialmente, que serdo
transferidos aos hospedeiros, se necessario. Bactérias conhecidas como promotoras
de crescimento de vegetal (BPCV), como as do género Bacillus, tém mostrado, por
diferentes mecanismos, auxiliar no estabelecimento vegetal nos mais diversos
ambientes (GUADARRAMA et al., 2014; MARQUEZ; BLANCO; ARANGUREN,
2020).
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Assim, diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
desenvolvimento inicial de mudas de Baru e Gongalo-Alves, por meio do aumento da
disponibilidade de nutrientes (como o P), proveniente da adubacdo com lodo de
esgoto compostado, somados ou ndo a inoculacdo de microrganismos promotores

de crescimento vegetal (Bacillus subtilis e o FMA Glomus clarum, em vasos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Cerrado e arecuperacao de areas degradadas

O bioma Cerrado apresenta vasta extensdo, ocupando aproximadamente
uma area de 2.036.448 km? do territério sul-americano, destacando-se pela sua rica
diversidade (KLINK; MACHADO, 2005). Compartilhando zonas de transicéo
ecolégica com a Amazobnia, Caatinga, Pantanal e Mata Atlantica, apresenta diversas

fitofisionomias, abrigando inUmeras espécies de plantas.

Seus solos sdo, em geral, acidos e bastante intemperizados, com limitacdes
ao desenvolvimento e estabelecimento de diversas espécies vegetais,
principalmente devido a baixa fertilidade e, consequentemente, menor
disponibilidade de nutrientes, como o P, nitrogénio (N), potassio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg), zinco (Zn), boro (B) e cobre (Cu) (GOMES et al., 2004). Estes
podem apresentar alta saturacéo por aluminio (Al) e fixacdo de P (REZENDE et al.,
2016), limitando a sobrevivéncia de espécies vegetais. O constante avanco de
atividades antropicas e o aumento de areas destinadas a producgéo agricola (RADA,
2013), somadas ao manejo mal conduzido do solo e as queimadas (NUNES et al.,
2009), vem elevando os niveis de degradacdo deste ecossistema. Dentre o0s
principais problemas decorrentes da degradacdo estdo a erosdo, compactacio e
acidificacao dos solos (MELO et al., 2021).

Solos que apresentam algum recurso hidrico e estruturacdo, quando em
menor grau de degradacao, possibilitam, de forma espontanea, o desenvolvimento
da vegetacédo (ZANDONADI; PAYOLLA; CAIRES, 2007). Em funcéo da degradac&o
sdo sugeridas estratégias de curto ou médio prazo para sua recuperacdo. Em
situagbes mais simples e visando que o processo ocorra rapidamente e em curto
prazo, recomenda-se 0 uso de corretivos para diminuir a acidez, elevando o pH e a
aplicacdo de fertilizantes na reposicdo dos teores de nutrientes do solo. A
recuperacdo a médio prazo pode envolver diversos sistemas, como a integracédo
lavoura-pecuéria (ILP), integracdo lavoura-pecuaria-floresta (ILPF), além de outros
sistemas silvipastoris (WADT, 2003). Estes s&o responsaveis por aumentar o aporte

de biomassa vegetal sob o solo, incrementando os teores de nutrientes e MO, além
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de conferirem melhor estruturacéo do solo por meio das plantas forrageiras, com seu
sistema radicular a rizosfera (MENDONCA; TRINDADE; GOMES, 2019).

A recuperacdo de areas degradadas é uma tarefa de alta complexidade
quando o solo apresenta altos niveis de perturbacdo, podendo a recuperacdo de
forma espontanea ficar prejudicada ou nao ocorrer (ZANDONADI; PAYOLLA;
CAIRES, 2007). Nestes casos, além do preparo mecanico do solo, correcbes e
adubacdes, pode ser recomendavel a introducdo de espécies nativas, por serem
melhor adaptadas as condicBes ambientais presentes e, com isto, maiores chances
de sobrevivéncia (MALTONI; VALERIO, 2000). Elas s&o fundamentais na ciclagem
de nutrientes e incorporacdo do carbono (C) ao solo via fotossintese, favorecendo a
atividade microbiana, a agregacdo e estruturacdo do solo, aumentando a
colonizacdo com fungos simbiontes e, consequentemente, resultando em melhor

tolerancia da planta a diversos estresses (ROSA et al., 2014).

2.2 O fésforo em solos de Cerrado

O nutriente participa de importantes processos bidlogicos, sendo fundamental
para a sintese de moléculas como o DNA, RNA, ATP e NADPH, assim como esta
envolvido em processos como a fotossintese, respiracdo, metabolismo de
carboidratos e na ativacdo de algumas proteinas (POIRIER; BUCHER, 2002;
VANCE; EHDE-STONE; ALLAN, 2003). Depois do N, o P € o nutriente mais limitante

ao desenvolvimento de plantas, devido a sua baixa disponibilidade no solo.

A forma priméria de P para as plantas é o fosfato inorganico (Pi), contudo, a
interacdo do P com os constituintes do solo, sua ocorréncia em formas organicas e
sua baixa taxa de difusdao na solugdo do solo, o tornam um nutriente menos
prontamente disponivel na rizosfera de plantas. As concentragBes de ions fosfato,
geralmente encontradas na solucdo do solo, sdo muito baixas quando comparadas
as concentracoes presentes no citosol das células (RAGHOTHAMA; KARTHIKEYAN
2005; HINSINGER et al., 2011). Logo, muitos solos deficientes em Pi solavel séo,
por vezes, limitantes ao crescimento de plantas, devido a sua baixa mobilidade e
alta tendencia a adsor¢cdo em Oxidos de Fe de Al. Para viverem nestas condi¢des

certas plantas desenvolveram mecanismos bioquimicos e de adaptagdo para
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garantirem a aquisicdo de Pi, evitando a deficiéncia deste nutriente (YANG;
FINNEGAN, 2010).

No solo, o P pode ser encontrado em diferentes formas, como a ibnica e em
compostos na solucdo do solo, na forma adsorvida na superficie dos constituintes
minerais do solo, minerais cristalinos e amorfos de P e como componente da MO
(BARBER, 1995). Os teores de P de compostos organicos podem sofrer variacdes e,
dependendo da classe do solo, este pode representar entre 20 e 80% do P total
(STEVENSON; COLE, 1999). A liberacdo do P-organico para a solucdo do solo &
controlada pela taxa de mineralizagdo da MO, a qual depende da atividade
microbiana do solo (BARBER, 1995).

A biociclagem dos fosfatos organicos assume grande importancia na
manutencdo da biodisponibilidade em solos altamente intemperizados, onde o
controle dos teores de P em solucdo é feito, predominantemente, pelo fosfato
adsorvido aos grupos funcionais dos coloides inorganicos. Para o0s cultivos
comerciais, especialmente, mesmo com a biodisponibilidade de P, usualmente este
nao é suficiente para garantir a maxima produtividade econdémica. Com isto,
diferentes fatores precisam ser observados tanto na escolha da forma de aplicacéo
como na fonte de P utilizada para adubacdo (SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI,
2008).

2.3 As espécies arbéreas

O Baru (Dipteryx alata Vogel), também conhecido por cumbaru e cumaru, é
uma frutifera nativa e de ampla distribuicdo no Cerrado brasileiro e em paises
vizinhos, como o Paraguai, Peru e Bolivia (BRAKO; ZARUCCHI, 1993; JARDIM,;
KILLEEN; FUENTES, 2003). Pertencente a Familia Fabaceae e podendo atingir em
meédia 15 a 25 metros de altura, estdo presentes nas formacdes florestais do tipo
cerradao e mata (HAASE; HIROOKA, 1998) nas areas de transicdo entre cerrado e
mata estacional ou mata de galeria e no cerrado sentido restrito (ARAUJO:;
HARIDASAN, 1988; FELFILI; NOGUEIRA; SILVA-JUNIOR, 2002). Esta espécie
cresce, preferencialmente, nos solos bem drenados, de texturas arenosas a
argilosas (FILGUEIRAS; SILVA, 1975) e de média fertilidade (RATTER et al., 1978).
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Dentre os usos do Baru, ele pode substituir, com vantagem nutricional, o
farelo de trigo em pées integrais e, também, o farelo de aveia (ROCHA; SANTIAGO,
2009). O 6leo extraido de suas sementes possui altos teores de &cido oleico e
linoleico, de grande utilizacdo na indastria alimenticia e farmacéutica (ALMEIDA et
al., 2016). Sua propagacao € por sementes obtidas de frutos maduros coletados
ainda nas arvores. O endocarpo que envolve a semente é rigido, sendo uma barreira
fisica que retarda o processo germinativo da frutifera para cerca de 40 a 60 dias
(FILGUEIRAS; SILVA, 1975). Contudo, isolando-se a semente do endocarpo, sua
germinacao ocorre em cerca de 5 dias, alcancando o pico aos 10 dias (MELHEM,
1974; BOTEZELLI; DAVIDE; MALAVASI, 2000).

Ha poucos estudos sobre a adubac¢éo do Baru visando o desenvolvimento de
mudas, plantio e manutencéo, sendo necessario buscar alternativas e fontes ideais
para fornecimento de nutrientes que melhorarem as condi¢cdes quimicas, fisicas e
biologicas do solo de cerrado, para o seu melhor desenvolvimento. Sua utilizacédo
em areas a serem recuperadas, de protecdo ambiental ou como reservas legais,
favorecera sua conservacdo, além de contribuir para a manutencdo de outras
espécies associadas (VENTUROLI et al., 2013).

O Gongalo-Alves é outra espécie de grande potencial para programas de
revegetacdo e recuperacdo de areas degradas. O nome do género Astronium,
derivado do grego “astron”, significa estrela, esta relacionado ao seu célice, que
possui cinco sépalas (SANTIN, 1989). Astronium fraxinifolium Schott, no Brasil, tem
ocorréncia comum no Cerrado, sendo popularmente conhecido por Gongalo-Alves,
aroeira, aroeira do campo, chibata, aroeira vermelha e outros (LORENZI, 2016;
SALOMAOQ; SILVA, 2006).

E uma planta considerada ristica e de desenvolvimento répido, classificada
ecologicamente como decidua, pioneira e xerdfila (SOUZA et al., 2012), com grande
producdo de sementes (LORENZI, 2016). O Gongalo-Alves atinge cerca de 30 m de
altura e possui madeira muito pesada e duradoura. Sua casca € adstringente, sendo
utilizada contra diarreias e no tratamento de hemorroidas, enquanto suas folhas
possuem acao antisséptica, muito indicada para tratamentos de Ulceras da pele. No
seu Oleo essencial foram identificados diversos compostos ativos, como (Z2)-3-
ocimeno, (E)-B-ocimeno, biciclogermacreno, limoneno, a-terpinoleno e viridifloreno
(MAIA et al., 2002; MONTANARI et al.,, 2012). Por fim, suas raizes quando
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maceradas e usada na forma de infusdo, sdo indicadas para o tratamento de
reumatismo (CONCEICAO et al., 2011).

Em decorréncia da excelente germinacao e rapido crescimento, a planta tem
sido indicada na recuperacdo de areas degradadas e implantacdo de sistemas
agroflorestais (CARDOSO et al., 2009), contribuindo para a preservacao da flora e
fauna local, conservacéo de recursos hidricos (CALDEIRA JUNIOR et al., 2009) e

recomendada para implantacdo em sistemas agroflorestais.

2.4 Utilizac&o de lodo de esgoto compostado na agricultura

O aproveitamento do lodo de esgoto na agricultura é antigo, com relatos que
datam 1560. Atualmente, a atividade antropica e o aumento populacional dos
grandes centros levam a producdo de uma série de residuos organicos industriais e
de estacOes de tratamento. A crescente preocupacdo e demanda por parte da
sociedade e 6rgdos competentes na manutencdo e melhoria do tratamento de
esgotos, leva a maiores pesquisas objetivando a diminuicdo e um melhor destino de

materiais poluidores.

Nas estacOes de tratamento, o residuo de maior volume gerado durante os
processos de tratamento de efluentes é denominado lodo de esgoto (LAMASTRA,
SUCIU; TREVISAN, 2018). A maioria das estacdes de tratamento de esgoto nao
realizam o processo de descarte do lodo da forma correta, por diversas questdes,
entre elas a complexidade e alto custo que este processo representa (PEDROZA et
al., 2010). O principal local de descarte do lodo séo os aterros sanitarios, contudo
este descarte € inapropriado, trazendo consequéncias negativas ao ambiente e a
saude publica. De acordo com resolugcdo CONAMA n° 375/2006, que regulamenta o
uso do lodo de esgoto no Brasil, € proibida sua utilizacdo in natura, devido a
reduzida infraestrutura de saneamento basico no pais e, consequentemente, da ma
gualidade do residuo (PEPPER; BROOKS; GERBA, 2006). Em estados como

Parana e Sao Paulo, o residuo s6 podera ser utilizado apds sua compostagem.

A compostagem consiste em processo de decomposicdo microbiana sob
condicdes que favoregcam a liberagédo de calor, que devera ficar acima de 55 °C para

qgue ocorra a eliminacdo de possiveis patdgenos. A adicdo de bagaco da cana-de-
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acucar em pedacos de 0,5 a 4,0 cm como material estruturante e fonte de C ao lodo,
acelera o processo de compostagem, favorecendo a aeracdo e acdo microbiana
(KIEHL, 2004), além de permitir que a umidade relativa permaneca entre 55 e 65%.
Durante o processo, recomenda-se revolver o material algumas vezes, de modo a
promover a mistura dos materiais e proporcionar melhor aeracdo. Ao final do
processo, ap0s a estabilizagdo da temperatura, o material rico em macro e

micronutrientes e MO estara pronto para ser utilizado como fertilizante organico.

2.5 O fungo micorrizico arbuscular (Glomus clarum Nicolson & Schenck)

O termo “micorrizas”, inicialmente proposto pelo botanico alem&o Albert
Bernard Frank, em 1885, de modo simples, pode ser definido como uma simbiose
entre raizes de plantas e fungos, funcionando como uma interface de transferéncia
de agua e nutrientes. Algumas simbioses micorrizicas sdo descritas como
mutualisticas, isto €, em gque ambos os parceiros se beneficiam (SMITH; READ,
2008). Em alguns casos, os fungos podem ser biotréficos obrigatérios, ou seja, eles
necessitam de uma planta hospedeira para completar seu ciclo vital (MOHAN et al.,

2014; GAl et al., 2015), como no caso dos que formam as micorrizas arbusculares.

No solo, os esporos dos FMA germinam quando ha condicbes adequadas de
umidade e temperatura. Logo ap6s a germinacao, tem inicio o crescimento de uma
hifa infectiva, que cresce em direcdo a uma rizosfera. Quando ha o contato da hifa
com raizes da planta hospedeira, seguido do reconhecimento celular, ocorre a
formacao de uma estrutura de penetracdo chamada apressorio na superficie da raiz.
Por meio de uma combinacdo entre a degradacdo enzimatica localizada e da
pressdo mecanica promovida pela hifa (MOHAN et al., 2014; GAI et al., 2015), esta
penetra a raiz e colonizam o tecido cortical, tanto intercelular quanto
intracelularmente. O crescimento de hifas ocorre entre 0os espacos intercelulares,
seguido de uma invaginacgao e diferenciagdo de estruturas intracelulares chamadas
arbusculos, 0s quais sdo responsaveis pela troca bidirecional de metabdlitos e
nutrientes entre os simbiontes (BENEDETTI et al., 2005).

Com o crescimento da hifa no ambiente intraradical, algumas hifas deixam a

raiz, iniciando a colonizacdo do ambiente externo, onde ser&o formados 0s esporos.
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Como um biotrofico obrigatorios, estes fungos ndo conseguem decompor a MO. No
entanto, pelas hifas absorvem agua e nutrientes que, cerca de 90% serdo doados as
plantas hospedeiras, incluindo o P. Por meio desta simbiose, os fungos favorecem o
desenvolvimento das plantas hospedeiras em ambientes estressantes e garantindo
maior tolerancia a estresses biéticos e abioticos (SMITH; READ, 2008). Em troca, as
plantas fornecem cerca de 10 a 30% de fotoassimilados via fotossintese total
(BAGO; PFEFFER; SHACHAR-HILL, 2000), caracterizando-se em um fluxo
bidirecional entre fungo e planta hospedeira.

Ademais os fungos sdo 6timos condicionadores do solo, proporcionando
estabilidade aos microagregados por meio das hifas e pela excrecéo de um tipo de
gel, a glomalina (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). De forma geral, os FMA ocorrem em
todos os ambientes terrestres e alagados (WANG et al., 2011). Nas regides tropicais,
mesmo com Otimas condicfes de temperatura e luz para o desenvolvimento de
plantas, ainda existem fatores que podem restringir a simbiose, tanto abidticos
(déficits hidricos, nutricionais ou relacionados a temperatura) como bioticos (pragas
e doencas) (SMITH; READ, 2008).

A colonizacdo pode ser inibida por elevas condicdes de fertilidade, como
favorecida em solos nutricionalmente pobres. Esta simbiose pode representar um
aumento de 10 a 60 vezes nas taxas de absor¢cdo de nutrientes, além de
proporcionar maior atividade fotossintética e enzimatica (SILVEIRA; FREITAS,
2007). Em relagdo ao pH, ha registros de sua ocorréncia de ambientes acidos até
bésicos, em uma faixa que varia do 3 ao 10 (SMITH; READ, 2008).

Juntamente com o efeito nutricional proporcionado por estes simbiontes, esta
o favorecimento da relacdo agua-planta, aumentando a resisténcia das plantas
hospedeiras a seca, geralmente associado a melhoria de seu estado nutricional e
maior volume de solo explorado por suas hifas. Outros beneficios atribuidos aos
FMA sdo a protecdo das plantas a fungos patogénicos do sistema radicular, a
reducdo de metais pesados proximos ao sistema radicular protegendo as raizes, e
facilitando o desenvolvimento vegetal em condicbes de estresse o0smotico
(MIRANDA, 2008; SMITH; READ, 2008).

Outros grupos de fungos que também formam simbiose com plantas sdo os

fungos endofiticos com hifas septadas, de pigmentacdo escuras (“dark septate
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endophytes - DSE”). Sdo Ascomicetos que colonizam a epiderme e o cortex
radicular inter e intracelularmente, em raizes saudaveis de diversas plantas
(JUMPPONEN; TRAPPE, 1998), sendo encontrados em todas as partes do sistema
radicular, diferindo dos FMA, presentes nas raizes primarias nédo lignificadas
(GRUNIG; QUELOZ; SIEBER, 2011). Além das hifas, a presenca dos DSE é
identificada pela microesclerddios que se formam inter e intracelularmente dentro do
cortex das raizes (JUMPPONEN, 2001).

Esses fungos diferem dos FMA por ndo serem biotréficos obrigatérios e
compdem um grupo com espécies saprofiticas e simbioticas (MANDYAM,;
JUMPPONEN, 2005) que habitam solos em todas as regifes climaticas. Os efeitos
do DSE, de forma geral e, em arboreas do cerrado de forma especifica, ainda nao
estdo bem elucidados, contudo, tem sido observado que, semelhante ao FMA,
contribuem na absorcdo de agua e nutrientes, podendo auxiliar no estabelecimento

de mudas em campo.

2.6 O género Bacillus

Muitos microrganismos podem coexistir na regido da rizosférica de plantas,
como por exemplo, as bactérias de vida livre no solo. Estes individuos unicelulares,
sao classificados em diferentes grupos, em decorréncia de suas importantes funcdes
biolégicas (HARSHEM; TABASSUM; ABDALLAH, 2019). Neste vasto grupo,
encontram-se as bactérias do género Bacillus, que séo pertencentes a Classe
Bacilli, do Filo Firmicutes (AIZAWA, 2014). Elas sao classificadas como Gram
positivas, possuindo células na forma de bastonetes, e sdo capazes de produzir
endosporo a partir de mecanismos desencadeados por fatores biéticos ou abiéticos,

como altas temperaturas (ALVES et al., 2018).

Diversas espécies do género Bacillus, como B. brevis, B. cereus, B. circulans,
B. firmus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumiluse e B. subtilis vém sendo
reportadas como positivas para a fixagédo biolégica de nitrogénio (FBN) com base na
atividade da nitrogenase (WEI-HONG et al., 1993). Além desta, outras habilidades
relatadas sdo o biocontrole de nematoides (BIN; GUAN-LIN, 2005) e aumento da

disponibilidade de minerais nos solos de alguns nutrientes, como o N, P e ferro (Fe).
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Na solubilizacdo de fosfatos (OLIVEIRA et al., 2009), o B. subtilis tem se destacado
por disponibilizar P para absorcéo pelas plantas. Esta espécie pode, ainda, atuar na
promocdo de crescimento vegetal por meio da producdo de fitormbnios do
crescimento, como as auxinas e giberelinas (ZHANG et al., 2016 a, b).

Diferentes estudos demonstram que a inoculagdo com B. subtilis nao
apresenta uma aparente especificidade a um unico hospedeiro vegetal (ARAUJO;
HENNING; HUNGRIA, 2005). Entretanto, o sucesso na interacdo com plantas pode
sofrer uma série de variacbes em decorréncia do ambiente e competicdo com
espécies autoctones, da presenca de simbiontes, além do préprio hospedeiro.
Assim, a manutenc¢do da atividade microbiana do solo é essencial para processo de
mineralizacdo da MO e fornecimento de nutrientes as plantas (QU et al., 2020).
Neste contexto, sua atividade, avaliada por meio da quantificacdo do carbono do
CO2 (C-COy2) liberado pelos microrganismos € considerado um indicador sensivel de
qualidade biolégica do solo (SILVA et al., 2021), sendo recomendado para
verificacdo e monitoramento de distlrbios edaficos. Assim, faz-se necessario
avaliacdes para diferentes situacdes, de modo a garantir os melhores resultados em

relacéo aos microrganismos e o desenvolvimento vegetal.



33

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizac&o e caracterizacdo da area experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacado, na area experimental do
Departamento de Ciéncia Florestal, Solos e Ambiente da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas (FCA), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), municipio de Botucatu (SP), localizado nas coordenadas 22°51°03” de
latitude Sul e 48°25'37” longitude Oeste e 786 m de altitude (Figura 1) no ano de
2020.

Figura 1 - Localizacao da area experimental (Botucatu-SP, 2020)

Estado de Séo Paulo
Municipio de Botucatu

14 e
Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021 (Adaptado Google Maps)
: A .

O clima da regido é classificado como temperado quente (mesotérmico) com
chuvas no verdo e seca no inverno (Cfa — Koppen) e temperatura média do més
mais quente superior a 22 °C (ALVARES et al., 2013).

A temperatura, umidade e velocidade do vento média durante o periodo
experimental, de acordo com a estacdo meteorologica localizada no Departamento
de Ciéncia Florestal, Solos e Ambiente, da FCA/UNESP, Campus de Botucatu,
foram de 20,1 °C; 61,7% e 1,9 m s!, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2 - Valores médios de temperatura (°C), Umidade Relativa (%) e

precipitacdo total (mm), ao longo do periodo experimental (maio a
outubro/2020)(Botucatu-SP,

2020)
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3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado nos experimentos conduzidos com
Baru e Goncalo-Alves foi em blocos casualizados, no esquema fatorial 2 x 4, com 5
repeticdes (vasos) e uma muda por repeti¢ao, totalizando 40 unidades experimentais
por espécie arbérea. Em ambos os experimentos, o primeiro fator foi com e sem
adicdo de lodo de esgoto compostado como fonte de nutrientes, especialmente P,
enquanto o segundo fator consistiu dos tratamentos de inoculagdo com B. subitilis e
o0 FMA Glomus clarum, ou seja: B. subtilis, Gl. clarum, a combinagéo de B. subtilis +
Gl. clarum e o controle (sem inoculacao).

3.3 Instalacdo e conducéo do experimento

A instalagéo dos experimentos ocorreu em maio de 2020. O solo utilizado foi
coletado da camada sub-superficial do Setor da Patrulha da Fazenda Experimental
Lageado no municipio de Botucatu-SP, sendo classificado como Latossolo Vermelho
Distréfico (LVd), de textura média, contendo 610 g kg* de areia total, 322 g kg* de
argila, 68 g kg de silte, de acordo com Santos et al. (2018).

A caracterizagdo quimica inicial foi realizada em uma amostra composta por

trés amostras simples, coletada, peneirada e levada ao Laboratério de Fertilizante e
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Corretivos do Departamento de Engenharia Florestal, Solos e Ambiente, da
FCA/UNESP. As analises seguiram a metodologia proposta por Raij et al. (2001) e
os valores encontrados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizagcdo quimica inicial do solo utilizado (Botucatu-SP, 2020)

pH MO Presina Al¥* H+Al K* Ca? Mg?* SB CTC V%
CaCl, gdm? mg dm?® mmol. dm™
3,7 12 6 14 80 0,2 2 1 3 83 3
S B Cu Fe Mn Zn
mg dm
1 0,33 3,2 30 2 0,2

O lodo utilizado foi obtido da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) da
SABESP (Companhia de Saneamento Bésico do Estado de S&o Paulo), localizada
na FCA/UNESP. O lodo foi armazenado em baias durante a compostagem, quando
foi misturado com bagaco de cana-de-acglcar, na propor¢éao 1:1 v/v. O composto foi
revolvido 14 vezes, até que atingisse a umidade de 14%, o que ocorreu aos 60 dias
(Figura 3).

Figura 3 - Lodo de esgoto e bagaco de cana-de-acucar (1:1) sendo compostado
em estufa coberta (A). Equipamento utilizado para revirar o material, auxiliando

na homogeneizacdo e secagem (B). Pesagem dos vasos contendo solo

coletado (C) (Botucatu-SP, 2020)

>3

g

Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021

(A) (B) ©
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A caracterizacdo quimica do lodo compostado foi realizada no Laboratoério de
Fertilizante e Corretivos do Departamento de Engenharia Florestal, Solos e
Ambiente, da FCA, seguindo a metodologia proposta pelo MAPA (2017), cujos
resultados se encontram na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo quimica do lodo de esgoto compostado com bagaco de
cana-de-acgucar proporcdo 1:1 (v/v) utilizado como substratos para os

experimentos (Botucatu-SP, 2020)

N P,Os KO Ca Mg S Umid. MO co pH CIN
% (ao natural) seca (ao natural) )
3,07 2,96 0,11 1,14 0,24 1,86 14 40 26 57 9/1
Na B Cu Fe Mn Zn
mg kg? (ao natural)
1554 126 79 40478 281 521

Os vasos (6 litros) foram preenchidos com o solo e, em seguida, pesados
(Figura 3C) para a realizacdo do célculo da quantidade necesséaria de lodo
compostado para atingir o equivalente a 50 mg dm=3de P (CRUZ, 2019). Com isto
foram adicionados 23 g vaso de lodo compostado.

O in6culo do FMA, foi multiplicado, conforme descrito por SANTOS et al.
(2016), em uma mistura de solo arenoso, coletado na Fazenda de Ensino, Pesquisa
e Extensdo (FEPE) da UNESP, Campus de llha Solteira e areia de rio (granulacéo
meédia) na proporcado de 1:1 (v/v) autoclavada. A planta hospedeira foi a Urochloa
brizantha e seu crescimento e multiplicacdo dos esporos de Gl. clarum ocorreu em
condicBes de cultivo protegido, em jardineiras (Figura 4).

Apods 80 dias da semeadura, a parte aérea das plantas foi retirada com o
auxilio de uma tesoura de jardinagem, e o sistema radicular foi misturado ao solo de
forma homogénea e secos a sombra O numero de esporos de GI. clarum foi
guantificado em 100 g de solo seco, seguindo a metodologias de decantacao e
peneiramento Umido proposta por Gerdemann e Nicolson (1963) e de centrifugagéo
e flutuacdo em solucéo de sacarose (JENKINS, 1964). Os esporos coletados foram
depositados em uma placa de acrilico com anéis concéntricos, sob microscopio

estereoscopico, sendo contados 75 esporos por 100 g de solo-inéculo.
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Figura 4 - Preparo do in6culo do fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum
utilizando Urochloa brizantha como planta hospedeira. Cultivo sob condicdes
controladas (A) e o sistema radicular e o solo misturados de forma

homogénea, secando a sombra (B) (Ilha Solteira-SP, 2020)

|\

Solano Toledo Silva - 2021

\Fonte: Philippe

(A) (B)

A germinacdo das sementes de ambas as espécies foi realizada, em copos
plasticos. Adicionou-se uma semente para aproximadamente 100 g de solo-inéculo,
equivalente a uma média de 75 esporos, para ambas as plantas estudadas. As
sementes das duas espécies foram coletadas em diferentes arvores localizadas no
municipio de llha Solteira-SP, em setembro de 2019. Apds a coleta, estas passaram

por um breve periodo de secagem ao ar livre (Figura 5).

Figura 5 - Coleta de sementes (A, C) e secagem (B, D) de Baru e de Gongalo-

Alves, respectivamente, em Ilha Solteira-SP, 2020

-y

Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021 Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021

(A) (B) ©) D)

Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021
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As sementes passaram por esterilizacdo superficial por 1 minuto em uma
solucéo de hipoclorito de sodio 2%, seguido por enxagues em agua corrente. Estas
foram condicionadas em copinhos de plastico de 10 cm de altura, contendo areia de
rio lavada para a germinacdo das sementes. Transcorridos 60 dias da germinagao
(DAG), as mudas foram transportadas para a FCA/Unesp — Botucatu, onde foram
transferidas para os vasos correspondentes, ou seja, com ou sem adicdo do lodo de

esgoto compostado (Figura 6).

Figura 6 - Sementes sendo preparadas para germinacao em areia lavada (A).
Remocao do pericarpo das sementes de Baru (B). Mudas de Baru prontas para
o transplantio (C) e transplantada no vaso (D). Mudas de Gongalo-Alves
prontas para o transplantio (E) e transplantada em vaso (F). Experimentos
0)

7

instalados para Baru (G) e para Goncalo-Alves (H) (Botucatu-SP, 202

= >
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.Fonle: Philippe Solano Toledo Silva - 2021
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Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021]

(D)
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Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021 Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021

(E) (F) (©) (H)

Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021

el

Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021

A inoculacdo de enddsporos de B. subtilis, estirpe CCTB04, ocorreu por meio
da adicdo de 2,0 x 108 UFC mL™* do inoculante liquido comercial Vult, via raizes,
distribuindo 2 mL do inoculante apds o transplantio das mudas para os vasos. As
plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e o fornecimento de agua durante

este periodo foi de forma manual, a cada 2 dias, com o auxilio de um regador.
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3.4 AvaliacOes dos experimentos

Transcorridos 150 dias do transplantio das mudas, uma amostra composta
por cinco amostras simples (uma por repeticdo), por tratamento, foi coletada,
peneirada e levada ao Laboratorio de Fertilizante e Corretivos do Departamento de
Engenharia Florestal, Solos e Ambiente - FCA, para a caracterizacao quimica, como
descrito anteriormente. As plantas foram avaliadas para diametro do coleto (DC),
altura (ALT) e numero de folhas (NF). Para o teor relativo de clorofila (SPAD)
utilizou-se o equipamento portatii modelo SPAD-502 PLUS, KONICA-MINOLTA®,
realizando-se a leitura em trés pontos diferentes da primeira folha completamente

expandida e exposta a radiacéo solar (Figura 7).

Figura 7- Analise de teor relativo de clorofila (SPAD) em Gongalo-Alves (A) e
Baru (B). MedicGes de diametro do coleto em Goncalo-Alves (C) e Baru (D)
(Botucatu-SP, 2020)

©

Para a avaliacdo de trocas gasosas utilizou-se o analisador de gases no
infravermelho (IRGA) modelo LI-6400XT da LI-COR®. As leituras foram feitas no
periodo da manha, em folhas expandidas do terco médio da planta, com irradiancia

de 1.200 pymoL fétons m2 st para o Baru (HONORIO et al., 2019) e 1.000 pmoL
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fotons m? s para o Goncgalo-Alves (CAMPELO et al.,, 2018) valores que foram
determinados previamente pela curva de saturacédo luminosa e adaptados para cada
espécie, sendo os dados de fotossintese liquida (A) em pmolL, transpiragcéo (E) em

mmoL H20 m st e condutancia estomatica (gS) em mmoL H20 m2 st (Figura 8).

Figura 8 - Avaliacao de trocas gasosas usando o analisador de gases no
infravermelho (IRGA) modelo LI-6400XT da LI-COR® em Goncgalo-Alves (A) e
Baru (B) (Botucatu-SP, 2020)
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Concluidas estas avaliagbes, as plantas foram removidas do solo e a parte
aérea foi separada do sistema radicular com uma tesoura de poda. A parte aérea foi
avaliada para massa fresca (MFPA), condicionada em estufa a 65 °C até que fosse
verificado peso constante, e avaliada para massa seca (MSPA). O sistema radicular
foi pesado para massa fresca (MFR) e, em seguida, avaliado o desenvolvimento de
raizes utilizando um equipamento scanner e o software Winrhizo, para as variaveis
area de superficie de raizes (ASR), volume das raizes (VR), comprimento total de
raizes (CTR) e diametro médio de raizes (DMR). Posteriormente, as amostras
seguiram para secagem na estufa a 65 °C até que fosse verificado peso constante,
guando foram avaliadas para massa seca (MSR). Com os valores de MSPA, MSR,
DC e ALT determinou-se o indice de qualidade de mudas de Dickson, por meio da
expressao 1QD = (MSPA / MSR) / ((ALT / DC) + (MSPA + MSR)), de acordo com
Dickson; Leaf e Hosner (1960).
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Para as avaliacbes microbioldgicas, durante o peneiramento do solo parte das
raizes foram separadas e preservadas em alcool 50%. O numero de esporos de
FMA foi determinado em amostras de 100 g de solo, como anteriormente descrito.
Para avaliagdo da colonizagdo radicular por FMA e DSE, as raizes foram lavadas,
clareadas em hidréxido de potassio (KOH) (10%) + peréxido de hidrogénio,
acidificadas com acido cloridrico (HCI) (1%), coloridas com azul de tripan (0,05%),
sempre a 90 °C, e mantidas em lactoglicerol (PHILLIPS; HAYMAN, 1970) até a
avaliagdo. A porcentagem de colonizag&o foi determinada avaliando 100 segmentos

de raizes finas, por amostra, sob microscopia otica (Figura 9).

Figura 9 - Contagem de esporos em placa de acrilico com anéis concéntricos
sob microscopio esteroscopio (A). Raizes sendo preparadas para iniciar o
processo (B) e passando pelo processo de descoloracdo em banho maria a 90
°C (C). Azul de tripan sendo adicionado as amostras, para coloracdo em banho
maria a 90 °C (D). Preparacgao de laminas, para analise em microscopia optica

(E) (Botucatu-SP, 2020)
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A quantificacdo do C-CO: liberado seguiu a metodologia de Mercante et al.
(2004), em que 50 g de solo fresco foram colocadas em frasco de vidro juntamente
com um pequeno recipiente contendo 10 mL de hidroxido de sdédio (NaOH) 0,1 mol
L. Os frascos foram fechados hermeticamente com plastico filme e vedados com
tampa e fita isolante, pelo periodo de incubacéo de 7 dias. Imediatamente apds a
abertura dos frascos, foi adicionado 2 mL de cloreto de bario (BaCl2) 10% ao
recipiente contendo NaOH, para a precipitacdo do CO2 na forma de Na2COs. A
seguir, a titulacdo foi realizada com HCI 0,1 mol L, tendo fenolftaleina 1% como
indicador. A titulacdo da base livre permite calcular, por subtracdo, a quantidade de
CO2 que reage com NaOH (ANDERSON; DOMSCH, 1989) (Figura 10).

Figura 10 - Frascos sendo vedados (A) e vedados com tampa e fita isolante (B)

Fonte: Philippe Solano Toledo Silva - 2021

(A) (B)

Fonte: ?hlllppe Solano Toledo Silva - 2021

3.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando observada
significancia do teste F, as médias foram comparadas pelo teste Tukey para p<0,05.
O programa estatistico utilizado foi o Sisvar (FERREIRA et al., 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento com o Baru

Apébs 150 dias do trasnplantio, a caracteriza¢do quimica do solo (Tabelas 3 e
4) mostrou que a adicao de lodo compostado e microrganismos pouco influenciou na
fertilidade do solo e disponibilidade de nutrientes as plantas, contudo, houve

incrementos nos teores de P, H+Al, CTC, S, Mn e Zn.

Tabela 3 - Caracterizacdo quimica do solo para pH, matéria organica (MO),
fosforo (Presina), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), acidez
potencial (H+Al), aluminio (Al®*), capacidade de troca catibnica
(CTC) e soma de bases (SB), sem e com adicdo de lodo de esgoto
compostado e inoculagdo dos microrganismos Bacillus subtilis e
Glomus clarum, aos 150 dias do trasnplantio das mudas do Baru
(Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos pH MO  Presina K Ca Mg H+Al  AI¥*  CTC SB
CaClz  gdm?® mgdm?3  —ooeeeemeeeeeeee mmolc dm-3

Sem lodo de esgoto compostado

Controle 3,5 18 3 0,8 3 2 64 12 70 6
B. subtilis 3,8 17 3 0,9 3 2 56 11 62 6
Gl. clarum 3,7 18 3 0,9 3 2 64 11 69 6
B. subtilis+Gl. clarum 3,6 20 3 1,0 4 2 69 12 79 7
Com lodo de esgoto compostado
Controle 3,6 18 11 1,0 5 2 72 13 80 8
B. subtilis 3,7 18 5 0,7 3 2 64 13 70 5
Gl. clarum 3,7 17 20 1,0 5 2 61 12 69 8
B. subtilis+Gl. clarum 3,7 15 9 0,8 5 2 62 14 70 8

Os nutrientes do lodo compostado séao liberados na solugédo do solo nos
primeiros dias ap0s sua aplicacdo, se houver condicbes propicias a mineralizacdo
da MO. As condi¢bes ambientais, como as baixas temperaturas observadas durante
o periodo experimental, podem ter afetado a atividade microbiana no solo, reduzindo
a taxa de mineralizacdo do lodo compostado, dificultando seu uso de forma eficiente

pelo Baru.
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Tabela 4 - Caracterizacdo quimica do solo para enxofre (S), boro (B), cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) e saturacdo de bases
(V%) sem e com adicdo de lodo de esgoto compostado e
inoculagdo dos microrganismos Bacillus subtilis e Glomus clarum,

aos 150 dias do trasnplantio das mudas do Baru (Botucatu-SP,

2020)

Tratamentos S B Cu Fe Mn Zn V%
mg dm3 %

Sem lodo de esgoto compostado
Controle 9 0,40 2,8 34 4,6 0,6 8
B. subtilis 6 0,36 2,9 33 4,5 0,6 9
Gl. clarum 6 0,32 2,8 31 4,5 0,6 8
B. subtilis+Gl. clarum 5 0,28 3,4 39 51 0,8 9

Com lodo de esgoto compostado
Controle 60 0,49 3,0 35 54 2,2 10
B. subtilis 58 0,53 3,0 36 4,5 15 7
Gl. clarum 54 0,41 3,0 37 5,3 2,1 12
B. subtilis+Gl. clarum 55 0,35 2,8 34 4,7 1,8 11

Além da taxa de mineralizacao, a nao correc¢ao do solo pode ter influenciado a
disponibilidade de nutrientes as plantas. Bonini; Alves e Montanari (2015) relatam
efeitos positivos da utilizacdo de lodo de esgoto na recuperacdo dos atributos
qguimicos de um Latossolo vermelho degradado, que foi corrigido com calcario.
Como o solo utilizado nos experimentos nédo foi corrigido, ficando o pH entre 3,5 e
3,8, parte dos nutrientes fornecidos por meio da adicdo do lodo compostado,
somado a inoculacdo de microrganismos, devem ter permanecido indisponiveis. Por
outro lado, Freitas et al. (2018) relatam que o crescimento inicial de mudas de Baru
sob calagem e adubacao fosfatada néo diferenciaram do controle, indicando que a
correcdo da acidez do solo pouco influencia no crescimento inicial, possivelmente
por ser esta uma espécie adaptada as caracteristicas do solo .

Dentre as variaveis ligadas ao crescimento das mudas de Baru, os valores
para MFPA, MSPA e IQD foram maiores quando ocorreu a inoculacdo de
microrganismos, especialmente com FMA Gl. clarum, enquanto para DC e NF foram
mais elevados com a adicdo de lodo de esgoto compostado (Tabela 5). Os
resultados deste estudo corroboram com Pinho et al. (2018) que n&o verificaram
diferencas significativas para MFPA, MSPA e ALT das mudas de Baru cultivadas

tanto em solo argiloso contendo 0,6 mg dm= de P, como em substrato comercial



45

contendo mistura de casca de Pinus, serragem de madeira, carvao vegetal, casca
de arroz, rocha calcéria, superfosfato simples e nitrato de amonio, e com Oliveira et
al. (2014), que relatam efeitos positivos para o NF, mas nao para DC, em mudas de
Baru cultivadas por 79 dia ap0s a semeadura em substratos a base de esterco

bovino e fibra de coco.

Tabela 5 - Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para massa
fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA),
diametro do coleto (DC), altura (ALT), numero de folhas (NF) e
indice de qualidade de mudas de Dickson (IQD), para os fatores
inoculagdo (Bacillus subtilis e Glomus clarum) e lodo de esgoto
compostado (com ou sem) de mudas de Baru, aos 150 dias do
transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos MFPA MSPA DC ALT NF IQD
(9) (9) (mm) (cm) () ()
Inoculacéo
Controle 6,2b 3,7ab 44 a 15,0 a 7,3 a 15b
B. subtilis 6,7 ab 34b 45a 16,5a 7,1a 15b
Gl. clarum 8,4 a 45 a 47 a 15,2 a 75a 2,4 a
B. subtilis+Gl. clarum 6,8 ab 34b 45a 15,0 a 7.6 a 1,7b
Lodo compostado
Com lodo 72a 3,7a 48a 15,8 a 7.8 a 1,7 a
Sem lodo 6,9 a 38a 43Db 15,1 a 6,9b 1,7 a
Valores de F
Inoculagao 3,23 3,95 0,83 1,04ns 0,90 15,52
Lodo 0,25 0,52m 19,50” 1,13 13,26" 0,00
Bloco 2,23 2,11 0,22m 1,33 0,34 0,83
Inoculacdo x Lodo 3,58" 1,91m 3,82" 0,43 0,41 4,45
Média Geral 7,0 3,8 45 15,5 7,3 1,7
CV (%) 24 20 7 14 10 20

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "S: ndo significativo.

Interacbes estatisticas significativas foram encontradas entre os fatores
estudados para MFPA, DC e IQD. A adicao de lodo compostado e os tratamentos de
inoculacéo B. subitilis e B. subtilis+Gl. clarum elevaram o DC das mudas de Baru, os
quais exibiram médias 4,8 e 3,9 mm, respectivamente (Tabela 6). Diversas espécies
nativas do Cerrado sdo adaptadas as condi¢cbes de baixa disponibilidade de

nutrientes encontradas nos solos deste bioma. O ajuste do valor para 50 mg dm-3de
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P do solo por meio da adicédo de lodo de esgoto compostado, ao final de 150 dias,
possibilitou elevar de 3 para 11 mg dm= de Presina, cCOMparando os controles com e

sem adicao do residuo.

Tabela 6 - Interacdes significativas entre adicdo de lodo de esgoto compostado
(com ou sem) e inoculacédo (Bacillus subtilis — BS e Glomus clarum
— GC) para massa fresca da parte aérea, diametro do coleto e indice
de qualidade de mudas de Dickson, aos 150 dias do transplantio
das mudas de Baru (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado ~  —--—-—mmmmeee- Massa fresca da parte aérea (g) ----------------
Com 4,8 bB 7,2 aAB 7,8 aA 7,7 aAB
Sem 7,4 aAB 6,3 aAB 9,0 aA 5,8 aB
------------------- Diametro do coleto (mm)
Com 4,4 aA 4,8 aA 4,8 aA 4,9 aA
Sem 4.5 aA 4,1 bA 4,4 aA 4,0 bA
--------------- indice de qualidade de Dickson (-) --------------
Com 1,3aC 1,5aBC 2,1 aA 2,0 aAB
Sem 1,6 aB 1,4 aB 2,5aA 1,3aB

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha, para cada variavel, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O Unico tratamento que superou o controle com adi¢éo de lodo no valor de P
foi o que também recebeu GI. clarum como inoculante, praticamente dobrando os
valores médios de P (20 mg dm=3 de Presina) (Tabela 3). Apesar do aumento da
disponibilidade de P no solo, o Baru ndo se mostrou exigente por este nutriente
durante o periodo de cultivo (150 dias), sendo 6 mg dm= de P disponivel (Tabela 1),
suficiente para seu crescimento inicial. O teor de P no solo somados a inoculagéo de
FMA, incrementou a MFPA e MSPA (Tabela 5).

MFPA foi superior aos demais tratamentos quando inoculada com GlI. clarum,
na auséncia de lodo (Tabela 6). Estes resultados diferem dos relatados por Lacerda
et al. (2011), os quais nao verificaram diferencas para MSPA de mudas de Baru
inoculadas ou ndo com Gl. clarum, em condi¢cbes de alta ou baixa disponibilidade de
P no solo. Resultados semelhantes ao presente estudo foram observados por

Martinotto et al. (2012), com espécies de crescimento secundario a climax, como o
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Baru, tendo os autores relatado a pouca exigencia em relacdo ao suprimento com P,
apesar da disponibilidade ter aumento no solo.

Além das condicbes de fertilidade do solo, a relacdo entre plantas e
microrganismos também € influenciada pelos fatores climaticos (KILPELAINEN;
APHALO; LEHTO, 2020). Na regido onde esta localizado o municipio de Botucatu-
SP, a temperatura média dos meses mais frios € de 18 °C, com geadas esporadicas.
O experimento foi conduzido no periodo de inverno e inicio da primavera, em casa
de vegetacao com telas laterais abertas, ou seja, sem controle local de temperatura.
Como relatado por Mathur; Tomar e Jajoo (2019) e Zhang et al. (2020), a simbiose
com o FMA pode elevar a resisténcia de plantas a estresses abidticos, como baixas
temperaturas. Assim, os resultados obtidos nestas condicbes experimentais, de
baixas temperaturas, podem ser associados ao melhor desenvolvimento das mudas
guando inoculadas com o Gl. clarum.

Em relacdo ao IQD, ndo houve diferencas significativas quanto a adi¢cdo ou
ndo de lodo de esgoto, contudo, incrementos para esta variavel foram detectadas
quando houve inoculacao, especialmente do fungo simbionte (Tabela 6). IQD € um
indice que, para calcular a qualidade de mudas, leva em consideracdo varios
parametros importantes da planta (FONSECA et al., 2002). Assim, quanto maior o
IQD, melhor sera o padréo de qualidade (GOMES; PAIVA, 2011; VIDAL et al., 2006).
Avaliando o crescimento de mudas de Baru em substratos enriquecidos com N, P e
K, aos 100 dias apds a semeadura, Berti et al. (2017) ndo detectaram diferencas
para o IQD em relacdo aos nutrientes, corroborando com o presente estudo, como a
adicao ou ndo de lodo de esgoto compostado como fonte de nutrientes, incluindo P.

As variaveis relacionadas ao sistema radicular (MFR, ASR, CTR e DMR)
mostraram incrementos quando ocorreu adicdo de lodo compostado e inoculagéo,
enquanto MSR respondeu positivamente apenas a inoculagcdo de microrganismos,
com os valores mais elevados para Gl. clarum, seguidos pela assoviagdo dos B.
subitilis + GI. clarum (Tabela 7). A inoculacdo de FMA incrementou ASR, VR e CTR
na auséncia de lodo, e o DMR com a adicdo de lodo. A combinacdo de B. subtilis +
Gl. clarum elevou os valores de MFR, ASR, VMR e CTR nos tratamentos sem
adicdo de lodo e o DMR quando houve adicdo de lodo (Tabela 8). Embora a
interacdo e 0s mecanismos especificos pelos quais o B. subitilis e 0 FMA estimulam

um ao outro seja pouco compreendido, uma possivel explicacdo para os resultados
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seja a exsudacdo radicular mais rica, fonte de nutrientes para diversos

microrganismos no solo, como o B. subitilis.

Tabela 7 - Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para massa
fresca de raizes (MFR), massa seca de raizes (MSR), area de
superficie das raizes (ASR), volume de raizes (VR), comprimento
total das raizes (CTR) e didametro médio das raizes (DMR), para 0s
fatores inoculacéo (Bacillus subtilis e Glomus clarum) e lodo de
esgoto compostado (com ou sem) de mudas de Baru, aos 150 dias
do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos MFR MSR ASR VR CTR DMR
(9) (9) (cm?) (cm3) (cm) (mm)
Inoculacéo
Controle 6,6 ab 3,1b 162,7 a 30b 5735b 19b
B. subtilis 59Db 3,1b 1248 b 28D 498,7 b 1,3c
Gl. clarum 8,0a 4,7 a 181,0 a 43a 7289 a 2,7a
B. subtilis+Gl. clarum 7,9 a 4.2 ab 187,0 a 45 a 681,4 a 1,7 bc
Lodo compostado
Com lodo 75a 3.6a 1478 b 3.8a 493,3 b 21a
Sem lodo 6,6 b 39a 179,9 a 35a 7479 a 1,7b
Valores de F
Inoculacao 5,44™ 7,48" 12,777 15,54" 18,30"  28,95"
Lodo 4,66 0,76" 16,82" 1,30"  109,47"  14,16"
Bloco 2,64 1,36 0,99 1,23™ 0,82 0,79
Inoculagdo x Lodo 4,31 2,48 24,75" 17,27" 40,71 16,017
Média Geral 7,1 3,7 163,9 3,7 620,6 1,9
CV (%) 20 24 15 18 12 18

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "S: ndo significativo.

De acordo com Zhang et al. (2016), plantas melhor nutridas em decorréncia
da simbiose com o Gl. clarum, aliado a agdo dos hormonios produzidos pelo B.
subitilis, os quais estimulam o crescimento do sistema radicular, permitindo maior
exploragdo do solo e absor¢cédo de 4gua e nutrientes, com aumento e qualidade dos
compostos rizosféricos.

Em estudos sobre as variacbes genéticas do Baru para caracteristicas do
sistema radicular de mudas de diferentes progénies, Oliveira et al. (2006) relataram
que, aos 45 dias ap0s a germinagcdo sem inoculacdo de microrganismos,

encontraram valores como CTR de 189,3 cm, VR de 1,45 cm3 e DMR de 1,02 mm.
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Os resultados, inferiores aos deste estudo, indicam que a inoculacdo possibilita

incrementos nestas variaveis ao longo do crescimento do Baru (Tabela 8).

Tabela 8 - Interacdes significativas entre adicdo de lodo de esgoto compostado
(com ou sem) e inoculacao (Bacillus subtilis - BS e Glomus clarum -
GC) para massa fresca das raizes, area de superficie das raizes,
volume das raizes, comprimento total das raizes e didmetro médio

das raizes de mudas de Baru, aos 150 dias do transplantio (Botucatu-

SP, 2020)
Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado - Massa fresca das raizes (g)
Com 6,7 aB 6,0 aB 7,8 aAB 9,7 aA
Sem 6,3 aA 5,8 aA 8,2 aA 6,0 bA
---------------- Area de superficie das raizes (cm?) --------------
Com 135,1 bB 125,9 aB 116,8 bB 213,4 aA
Sem 190,3 aB 123,7 aC 245,3 aA 160,4 bBC
Volume das raizes (cm?3) ------------memeemeeeeev
Com 2,8 aB 2,6 aB 3,7bB 59 aA
Sem 3,4 aB 2,9 aB 4,8 aA 3,0bB
--------------- Comprimento total de raizes (cm) ----------------
Com 338,3 bC 487,1 aB 444,1 bBC 703,9 aA
Sem 808,7 aB 510,2 aD 1013,7 aA 658,9 aC
---------------- Diametro médio das raizes (mm) -----------------
Com 1,5bC 1,7 aBC 3,2 aA 2,1 aB
Sem 2,3aA 1,0 bB 2,2 bA 1,3bB

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha, para cada variavel, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em outro trabalho, Siqueira et al. (2019) avaliaram a utilizacdo de lodo de
esgoto tratado na composicdo de substratos para a producdo de mudas de
Plathymenia reticulata e, aos 120 dias apés a semeadura, verificaram menor
comprimento e volume de raizes para os tratamentos que receberam o lodo. No
presente estudo, o incremento nas variaveis para o sistema radicular da planta que
receberam co-inoculagcéo de microrganismos, podem estar relacionadas ao aumento
da disponibilidade de P e outros nutrientes no solo pela acdo do B. subitilis
combinadas com o Gl. clarum.

O SPAD néo exibiu diferengas significativas entre tratamentos de lodo ou de

inoculacdo de microrganismos, ou para as possiveis interacdes (Tabela 9).



50

Tabela 9 - Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para teor
relativo de clorofila (SPAD), fotossintese liquida (A), transpiracao
(E) e condutancia estomatica (gS), para os fatores inoculacao
(Bacillus subtilis e Glomus clarum) e lodo de esgoto compostado
(com ou sem) de mudas de Baru, aos 150 dias do transplantio
(Botucatu-SP, 2020)

SPAD (A) (E) gS
Tratamentos (-) (umoL m2s™) (mmoL m?2s?) (cms?)
Inoculacéo
Controle 32,46 a 12b 0,17 b 0,006 c
B. subtilis 29,10 a 15b 0,29 a 0,009 b
Gl. clarum 34,43 a 19a 0,21 b 0,007 c
B. subtilis+Gl. clarum 33,03 a 20a 0,31a 0,011 a
Lodo compostado
Com lodo 325a 14Db 0,23 a 0,006 b
Sem lodo 32,0a 19a 0,26 a 0,010 a
Valores de F
Inoculacédo 1,93 14,16™ 17,62" 26,45"
Lodo 0,07"s 31,45™ 2,86" 31,95"
Bloco 3,17 0,11" 2,20m 0,10m
Inoculacdo x Lodo 2,74 7,17 8,48" 10,46™
Média Geral 32,2 1,7 0,25 0,008
CV (%) 16 17 19 19

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "s: ndo significativo.

O lodo influenciou a transpiracéo, porém a fotossintese liquida e condutancia
estomatica mostraram significancia para adicdo de lodo, para inoculacédo e para as
interacdes entre fatores. fotossintese liquido e a condutancia estomatica das plantas
foram maiores sem adicdo de lodo, enquanto o teor relativo de clorofila e
transpiracdo nao exibiram diferencas quanto a auséncia ou adi¢cado de lodo. Para a
inoculacdo de microrganismos, a fotossintese liquida apresentou os menores
valores nos tratamentos controle e inoculagcéo de B. subitilis, e os maiores para Gl.
clarum e B. subitilis + Gl. clarum. Para a conduténcia estomatica o controle ndo
diferiu do tratamento inoculado com GIl. clarum, mas foram inferiores aos
tratamentos com B. subitilis e B. subitilis + GI. clarum (Tabela 9)

No desdobramento das interacdes significativas, fotossintese liquida,

transpiracdo e condutancia estomética foram maiores com a inoculacdo das mudas
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foram inoculadas, mas ndo foram influenciadas pelo lodo na co-inoculacdo com B.
subtilis + GI. clarum (Tabela 10). As condi¢cdes ambientais, de acordo com Bahuguna
e Jagadish (2015), exercem importantes efeitos no estabelecimento vegetal, onde
fatores como a radiacdo solar, temperatura e umidade relativa do ar influenciam
diretamente nas respostas fisiolégicas das plantas que, de acordo com a espécie,
pode desenvolver a capacidade de se regular fisiologicamente em funcdo da

disponibilidade de agua e nutrientes no solo ou ambiente de cultivo.

Tabela 10 - Interacdes significativas entre adicdo de lodo de esgoto
compostado (com e sem) e inoculagcdo (Bacillus subtilis - BS e
Glomus clarum - GC) para fotossintese liquida, transpiracdo e
condutancia estomética de mudas de Baru, aos 150 dias do
transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado ~  --------mmm-- Fotossintese liquida (umoL m?2 s?) —---meemeeeem
Com 1,2 aB 1,0 bB 1,4 bB 2,0 aA
Sem 1,4 aB 1,9 aA 2,4 aA 2,0 aA
-------------------- Transpiracdo (mmolL m?2s™)
Com 0,15 aB 0,33 aA 0,14 bB 0,32 aA
Sem 0,20 aB 0,25 bAB 0,28 aAB 0,32 aA
---------------- Condutancia estomatica (cm s?) ----------=----——-
Com 0,004 bB 0,009 aA 0,003 bB 0,011 aA
Sem 0,007 aB 0,009 aAB 0,010 aA 0,011 aA

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha, para cada variavel, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As mudas de Baru apresentaram baixos valores para fotossintese liquida,
transpiracdo e condutancia estomatica, diferindo dos achados de Hondrio et al.
(2019), os quais relataram as médias de 2,5 umoL m?2 s para fotossintese liquida,
1,5 mmoL m? s para transpiracdo e 0,1 cm s para condutancia, aos 120 dias apds
o trasnplantio. O fechamento estomatico € uma das primeiras respostas fisioldgicas
associadas ao estresse hidrico, pois diminui a perda de agua para o ambiente
(BRODRIBB; HOLBROOK, 2005). Neste experimento, o fornecimento de agua as
mudas foi intermitente, a cada dois dias, e somado a reducdo na umidade relativa do
ar pode ser associado a um deéficit hidrico das mudas, mesmo com um conteudo
adequado de agua no solo (Tabela 10). A diminuicdo da fotossintese em baixas

temperaturas, geralmente, estdo associadas a reducdo da eficiéncia da enzima
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Rubisco, prejudicando sua capacidade de regeneracdo, reduzindo a eficiéncia de
carboxilacdo total do ciclo de Calvin (CRAFTS-BRANDNER; SALVUCCI, 2002).
Apesar dos baixos valores, quando houve inoculacdo de microrganismos foi possivel
observar incrementos na fotossintese, transpiracéo e condutancia estomatica.

Isoladamente ndo foi detectado efeito do GIl. clarum quando associado ao
lodo compostado. Mas. de acordo com Mathur; Tomar e Jajoo (2019) e Zhang et al.
(2020), os FMA sao capazes de aumentar a resisténcia do hospedeiro a estresses
abidticos por meio de mecanismos que envolvem melhorarias na absor¢cao de agua
e nutrientes, modificacbes nas membranas celulares, ativacdo do sistema de
enzimas antioxidantes e regulacdo da expresséo de alguns genes relacionados (LIU
etal., 2017; TU et al., 2019), como ao frio frente & baixas temperaturas.

Para os teores de nutrientes da parte aérea, a adicdo de lodo compostado
incrementou os valores de N, K e S, enquanto que o teor de P foi maior quando nao
houve adicdo de lodo compostado (Tabela 11). O N e o Ca apresentaram
significancia para inoculagdo de microrganismos, com desdobramentos para as
interagcbes com o lodo (Tabela 12). A adicdo de lodo somadas a inoculagdo de B.
subtilis ou Gl. clarum isoladamente foram superiores ao tratamento de co-inoculacéo
de B. subtilis + GIl. clarum. Para o Ca, a maior média observada foi no tratamento
onde houve co-inoculacdo de B. subtilis + Gl. clarum somadas a adi¢do de lodo.

A deficiéncia destes nutrientes pode prejudicar o desenvolvimento de mudas.
N € o elemento mineral de maior exigéncia nas plantas, servindo de constituinte para
muitos componentes da célula vegetal, incluindo aminoacidos, proteinas e acidos
nucleicos, enquanto o P e o K atuam diretamente no metabolismo energético e
regulacao osmotica das células vegetais (TAIZ et al., 2017).

Berti et al. (2017) ndo verificaram resposta de mudas de Baru a aplicacao de
N, P e K, diferindo dos resultados encontrados no presente estudo para o N e K
guando houve adicdo de lodo compostado. Entretanto, para o P, o teor na parte
aérea foi menor quando houve adicdo de lodo, indicando que o Baru ndo é exigente
por este nutriente na fase inicial do seu crescimento. A baixa exigéncia por estes e
outros nutrientes na fase pela muda, pode estar relacionado ao tamanho de sua
semente (Figura 5B) e, provavelmente, a sua grande reserva nutricional, como
relatado por Sousa et al. (2015). Além desta, as condicbes ambientais, ou seja, as
baixas temperaturas no inicio do experimento devem ter contribuido para o

crescimento mais lento e a menor exigéncia nutricional nesta fase inicial (Figura 11).
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Tabela 11 - Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para teores de
nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg)
e enxofre (S) da parta aérea para os fatores inoculacdo (Bacillus
subtilis e Glomus clarum) e lodo de esgoto compostado (com ou

sem) de mudas de Baru, aos 150 dias do transplantio (Botucatu-SP,

2020)

Tratamentos N P K . Ca Mg S
(9 kg?)

Inoculacéo
Controle 18,1a 0,53 a 6,6 a 30b 16a 1,3a
B. subtilis 18,3 a 0,50 a 6,6 a 3,1ab 1,8a 1,4 a
Gl. clarum 19,0 a 0,48 a 6,3a 30Db 1,7 a 1,2a
B. subtilis+Gl. clarum 158 b 0,48 a 56a 35a 18a 12a
Lodo compostado
Com lodo 19,3 a 0,45 b 6,9a 3,2a 18a 14a
Sem lodo 16,3 b 0,54 a 57b 30a 1,7a 1,2b
Valores de F
Inoculacao 12,4" 0,6" 3,1 8,0” 2,6M 1,0m
Lodo 58,5 8,0 19,0 4,0m 0,8 52"
Bloco 2,7 0,7 1,5m 1,0ms 1,0m 1,9
Inoculagéo x Lodo 8,3" 0,5" 1,4" 12,07 0,5m 1,4
Média Geral 17,8 0,5 6,3 3,1 1,7 1,2
CV (%) 5 14 10 6 8 16

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; ": ndo significativo.

Tabela 12 - Interagdes significativas entre adicdo de lodo de esgoto
compostado (com e sem) e inoculacédo (Bacillus subtilis - BS e
Glomus clarum - GC) para nitrogénio e calcio de mudas de
Baru, aos 150 dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC

Lodo Compostado -—----m-mmmmemmm e Nitrogénio (g kg™)

Com 20,0 aA 20,6 aA 21,0 aA 15,6 aB

Sem 16,3 bA 16,0 bA 17,0 bA 16,0 aA
Célcio (g kg?) --

Com 3,0 aB 3,0 aB 3,0 aB 4,0 aA

Sem 3,0aA 3,3aA 3,0 aA 3,0 bA

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, para cada variavel, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 11 - Mudas de Baru sem adicéo de lodo e sem inoculacéo de
microrganismos nos vasos a esquerda (controle), comparados aos demais
tratamentos a direita: sem lodo, com B. subtilis (A), sem lodo, com GI. clarum
(B), sem lodo, com co-inoculagéo de B. subtilis + Gl. clarum (C). Controle (D)
comparados aos demais tratamentos com lodo mas sem inoculacéo (E), com
lodo e B. subtilis (F), com lodo e GI. clarum (G), com lodo e co-inoculacéo de

B. subtilis + GI. clarum (H) (Botucatu-SP, 2020)

(A)

_Fonte: Philippe Solano Toledo Fonte: Philippe Solano Toledo F-onte: PlippacSolanc Toledo ~HFonte: Philippe Solano Toledo Fonte: Philippe Solano Toledo
Silva - 2021 Silva - 2021 iva - “Msilva - 2021 2 Silva - 2021

©) (B) F ©) (H)

Em relacdo ao S e ao Ca, a adicdo de lodo compostado elevou os teores
destes nutrientes na parte aérea das mudas de Baru (Tabelas 11), especialmente
para o Ca quando houve co-inoculacdo de B. subtilis + GIl. clarum (Tabelas 12).
Estes resultados corroboram com Boni et al. (2016) que observaram incrementos de
S nos teores foliares em mudas de Baru que receberam adicdo de residuo organico,
e para Ca quando houve adicdo de residuo organico + 300 mg de P20s. O
crescimento de mudas em solos de Cerrado pode ser prejudicado pela deficiéncia
de Ca, visto que este elemento € pouco movel no solo. Neste contexto, a associagao
com um ou mais microrganismos auxilia a planta na absor¢cdo deste e outros
nutrientes. Cui et al. (2019) relatam que Gl. mosseae combinado com uma fonte Ca

exdgeno aumentou a biomassa de Arachis hypogaea L., resultados semelhantes aos
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encontrados para o Baru..Quando o FMA é associado a uma bactéria promotora de
crescimento por meio da producdo de hormonio, como o B. subtilis, estas estimulam
0 crescimento de raizes, consequentemente, podem ocorrer mais pontos de
infecgao pelo FMA na planta, expandindo o volume de solo explorado, auxiliando na
absorcao de nutrientes, especialmente os de baixa mobilidade (Tabela 12).

Como observado neste trabalho, houve aumento no teor de Ca com a co-
inoculacdo com B. subtilis + GIl. clarum somadas a adicdo de lodo. Haridassan
(2008) relataram, para diversas arboreas do cerrado, teores foliares de Ca variando
entre 1,0 e 10,6 g kg!, faixa em que o Ca foi encontrado na parte aérea de Baru,
demostrando que as mudas foram adequadamente supridas por este nutriente.

Para os teores de B, Cu, Fe e Mn na parte aérea ndo houve significancia para
a adicédo de lodo compostado ou inoculagdo de microrganismos, enquanto o Zn foi

favorecido pela adicdo de lodo compostado (Tabela 13).

Tabela 13 - Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para teores de
boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) da parta
aérea para os fatores inoculacdo (Bacillus subtilis e Glomus
clarum) e lodo de esgoto compostado (com ou sem) de mudas de
Baru, aos 150 dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

B Cu Fe Mn Zn
Tratamentos )

- L I IR —
Inoculacéo
Controle 29,8 a 3,1la 329,3 a 562,3 a 17,3 a
B. subitilis 270a 3,8a 4450 a 568,5 a 18,1 a
Gl. clarum 30,6 a 30a 392,0a 535,0 a 16,5a
B. subtilis+Gl. clarum 30,2 a 35a 387,0a 590,5 a 15,3 a
Lodo compostado
Com lodo 275a 3,2a 356,3 a 554,6 a 18,4 a
Sem lodo 31,3a 3,5a 420,3 a 573,6 a 15,2 b
Valores de F
Inoculacéo 0,6" 0,97 1,2m 1,2m 2,5m
Lodo 3,6™ 1,9 2,1ms 0,8 17,3"
Bloco 0,2" 0,3™ 1,8 0,3 2,48
Inoculacéo x Lodo 0,8" 0,6" 1,2m 6,7 0,8"
Média Geral 29,4 3,37 388,3 564,0 16,8
CV (%) 17 19 27 9 11

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "s: ndo significativo.
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Boni et al. (2016) também nao verificaram diferencas para os teores foliares
de B, Cu, Fe e Mn indicando que os teores iniciais destes nutrientes no solo foram
suficientes para suprir a planta nesta fase de crescimento. Contudo, os autores
observaram incrementos de Zn nos teores foliares em mudas conduzidas em cultivo
protegido com adicdo de residuo organico, aos oito meses apos a semeadura, assim
como no presente trabalho para os tratamentos que adicdo lodo compostado.

A baixa disponibilidade de alguns nutrientes, como o Zn, resulta em drasticos
efeitos enzimaticos no desenvolvimento de plantas, uma vez que este € um
micronutriente que atua como cofator enzimatico e regulador da sintese protéica,
fundamental na sintese do triptofano. O Zn é um elemento chave na sintese do
acido indol acético (IAA), que auxilia no desenvolvimento das plantas (CASTILLO-
GONZALEZ et al., 2018), sendo, portanto, exigido em maior quantidade na fase
inicial de crescimento do Baru. (Tabela 13)

Para as variaveis microbioldgicas de colonizacao radicular micorrizica (COL
FMA), por endofiticos septados escuros (COL DSE), nimero de esporos de FMA
(NESP) e C-CO: liberado houve significancia para adicdo de lodo compostado, para
inoculacao de microrganismos e para as interacfes (Tabela 14).

A COL FMA mostrou incrementos quando houve inoculacdo de Gl. clarum,
seguido do tratamento com B. subtilis (41,3 e 22,5%, respectivamente), na auséncia
de lodo (Tabela 15). A COL FMA do Baru inoculado com GI. clarum pode ser
considerada alta. No entanto, para 0os mesmos tratamento de inoculagdo, a COL
reduziiu cerca de 50% com adicdo de lodo de esgoto, indicando interferéncia
negativa do residuo organico adicionado como fonte de nutrientes, especialmente de
P (Figura 12).

Lacerda et al. (2011) avaliando a colonizacao por Gl. clarum no crescimento
inicial de diferentes arboreas do Cerrado, dentre elas Baru, gabiroba
(Campomanesia cambessedeana), jatoba (Hymenaea courbaril), inga (Inga laurina),
caroba (Jacaranda cuspidifolia) e chicha (Sterculia striata) sob diferentes teores de P
na solugcéo do solo, verificaram que todas estas espécies, com excec¢ao do chicha,
respoderam a inoculagéo, corroborando os resultados deste estudo para o Baru. A
baixa fertilidade pode contribuir para elevar a esporulacdo do fungo, facilitando a
colonizagéo de raizes, especialmente das espécies melhor adaptadas as condi¢gbes
presentes (GEHRING et al., 2017).
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Tabela 14 - Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para a
colonizacédo radicular por fungo micorrizico arbuscular (FMA -
COL AM) e por fungo endofitico septado escuro (COL DSE),
numero de esporos de FMA (NESP) e carbono do CO2 (C-COz)
liberado para os fatores inoculacdo (Bacillus subtilis e Glomus
clarum) e lodo de esgoto compostado (com ou sem) de mudas de

Baru, aos 150 dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos COL FMA COL DSE NESP C-CO,
(%) (%) (100g solo) (ug C-CO; g* solo)
Inoculacéo
Controle 58c 20Db 12,8 bc 73 a
B. subtilis 16,5b 2,3ab 11,7c 54b
Gl. clarum 31,6 a 25a 17,2 a 6,4 ab
B. subtilis+Gl. clarum 15,1 b 0,8¢c 15,0 ab 6,0 ab
Lodo compostado
Com lodo 140b 1,4Db 109b 57b
Sem lodo 20,5 a 24 a 175a 6,9 a
Valores de F
Inoculacéo 152,2" 48 5™ 17,2" 4.4
Lodo 56,2" 78,5" 126,5" 9,57
Bloco 0,3 2,0ms 0,6" 1,3
Inoculacéo x Lodo 47,9" 71,1" 35,77 14,8™
Média Geral 17,2 1,9 14,2 6,3
CV (%) 16 18 13 19

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "s: ndo significativo.

O sucesso na colonizagdo pode estar relacionado com a manutencédo e
multiplicacdo do inéculo de FMA no solo. A inoculac@o de GI. clarum incrementou o
NESP na auséncia de lodo compostado, indicando ser esta espécie de FMA
indicada para areas de cerrado em reflorestamento e em areas degradadas em
recuperacao.

Estas mudas mostraram elevada producdo de raizes, garantindo maiores
chances de sobrevivéncia em campo (ASMELASH; BEKELE; BELAY, 2019). Neste
contexto, a introducao e multiplicagdo de esporos de Gl. clarum no solo facilitou a
absorcdo de agua e nutrientes pela planta, com incrementos para raizes e parte

aérea (Tabela 14).
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Tabela 15 - Interacbes significativas entre adicdo de lodo de esgoto
compostado (com e sem) e inoculacdo (Bacillus subtilis - BS e
Glomus clarum - GC) para colonizagdo radicular por fungo
micorrizico arbuscular (FMA) e por fungo endofitico septados
escuros (DSE), numero de esporos de FMA GI. clarum e
carbono do CO:2 (C-CO2) liberado de mudas de Baru, aos 150
dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado ~ ---------m--- Colonizacéo radicular por FMA (%) --------------
Com 9,9 aB 10,5 bB 21,8 bA 13,7 aB
Sem 1,7 bD 22,5 aB 41,3 aA 16,4 aC
-------------- Colonizacéao radicular por DSE (%) --------------
Com 2,7 aA 1,0 bBC 1,3bB 0,6 aC
Sem 1,4 bB 3,6 aA 3,7aA 1,0 aB
—————— Namero de esporos de FMA (100g solo seco) ------
Com 11,9 aA 11,2 aA 9,1 bA 11,5 bA
Sem 13,7 aC 12,3 aC 25,3 aA 18,5 aB
-------------- C-CO:;, liberado (ug C-CO; g solQ) ---------------
Com 7,5 aA 3,5bB 4,6 bB 7,2 aA
Sem 7,5 aA 7,3 aA 8,2 aA 4,9 bB

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha, para cada variavel, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na rizosfera, o FMA pode estabelecer relacbes com outros microrganismos,
dentre eles o B. subtilis e os DSE. De acordo com Nanjundappa et al. (2019), a
interacdo entre o B. subtilis e o FMA pode ter beneficiado o crescimento de plantas
por meio de mecanismos que as conferem melhor nutricAo e protecdo contra
estresses bidticos e abiodticos. Neste estudo a inoculacéo da bactéria, isoladamente,
aumentou a COL FMA em relagdo aos tratamentos controle e B. subtilis + Gl.
clarum. Hashem et al. (2016) reportaram aumento na colonizacédo radicular por FMA
em Acacia gerrardii que recebeu inoculagdo com B. subtilis. Resultados
semelhantes foram relatados por Vivas et al. (2003) para GIl. mosseae e Gl.
intraradices, diferindo do presente estudo, inoculado com Gl. clarum.

Ha poucos estudos sobre a interacdo entre B. subtilis e GIl. clarum em
espécies arboreas de Cerrado, especialmente o Baru. Quando houve inoculagéo da

bactéria isoladamente, e sem aplicacdo do lodo, a colonizacdo por espécies
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autoctones foi estimulada (Tabela 15).. Entretanto, fatores como niveis de fertilidade

do solo e especificidade da planta devem ter afetado a colonizacéo pelo Gl. clarum.

Figura 12 - Presenca de estruturas fungicas do fungo micorrizico arbuscular
(FMA) Glomus clarum e e dos fungos endofiticos septados escuros (DSE) em
raizes de Baru sob microscopia 6tica (aumento 40x). A) Hifas e arbusculos de
FMA, B) Hifas e vesiculas de FMA, C) Hifas septadas de DSE e hifas de FMA, D)
Arbusculos e vesiculas de FMA (Botucatu-SP, 2020)

Fonte: Philippe
!‘b - Solano Toledo
Silva - 2021

(A) (B)

Fonte: Philippe Solano
Toledo Silva - 2021

.Fonte: Philippe Solano
Toledo Silva - 2021

© (D)

Fonte: Philippe Solano
Toledo Silva - 2021

O Baru apresentou baixissima colonizacdo pelos DSE, sendo as maiores
médias observadas nos tratamentos em que houve inoculagéo de B. subtilis ou Gl.
clarum, sem adicdo de lodo compostado (Tabela 15). Poucos relatos podem ser
encontrados sobre o papel que este grupo flungico desempenha em espécies
arboéreas do cerrado. Embora eles coexistam aos FMA no interior das células
corticais (Figura 12C e 12D), diferentes condi¢gdes ambientais ou de fertilidade do
solo faz com que um grupo fangico se sobressaia, ou seja substituido por outro na

aquisicdo de agua e nutrientes a planta (LUGO et al., 2018).
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Ainda, pode ser que as condi¢cdes experimentais ndo tenham sido adequadas
ao estabelecimento da associacdo entre as mudas e os fungos, o que explica os
baixos valores de colonizagcdo encontrados para o DSE em relagdo aos de FMA.
Segundo Muthukumar e Prabha (2013) maiores taxas de colonizagao pelos DSE sé&o
encontradas em ambientes mais extremos, desfavoraveis aos FMA, contudo, sua
presenca pode estimular o crescimento e as ramificacdes de hifas de FMA, por meio
da producdo de metabdlitos sollveis na regido da rizosfera, auxiliando os FMA e a
planta hospedeira no estabelecimento em dado ambiente.

Para a atividade microbiolégica do solo, avaliada por meio do C-CO: liberado
mostrou significancia para adicdo de lodo e inoculacdo de microrganismos (Tabela
14). Para as interagfes foram verificadas diferencas para o tratamento em relacao
a adicdo ou ndo de lodo compostado com taxas de C-COz2 liberado mais baixas nos
tratamentos com adi¢cdo de lodo e de inoculacéo isoladamente. O B. subtilis ou de
Gl. clarum, isoladamente, proporcionaram as médias mais elevadas quando nao
houve adicéo de lodo compostado, enquanto que para a co-inoculagédo B. subtilis +
Gl. clarum as maiores médias foram nos presenca de lodo de esgoto (Tabela 15).

A atividade microbiana do solo tem como principal fonte de nutrientes os
compostos organicos excretados pelas raizes na forma de exsudatos (SINGH et al.,
2007; CHAPARRO et al. 2013). Este resultado pode ser um indicio de baixa
atividade microbiana na degradacdao da MO remanescente no lodo compostado.
Vieira; Castilhos; Castilhos (2011) avaliando os atributos biolégicos apés a adicéo de
lodo de esgoto, relatam aumento da atividade microbiana do solo, diferindo dos
resultados encontrados neste estudo. Fatores como baixa temperatura e umidade
durante o periodo experimental podem interferir na atividade microbiana do solo e,
consequentemente, na mineralizacéo do lodo compostado e liberacao de nutrientes.

Durante a fase inicial de crescimento, o Baru apresentou baixa exigéncia
nutricional, condicdo que pode promover alteracdo na regido da rizosfera, ou seja,
guando houve adicdo de lodo compostado ocorreu a diminuicdo de exsudacéo
radicular e interagcdo com microrganismos, diminuindo sua atividade. Contudo,
guando houve a inoculagdo de B. subtilis ou do Gl. clarum, a atividade destes
microrganismos foi beneficiada pelo Baru, por meio da exsudagao radicular mais
rica, fonte de foto assimilados (MAZURANA et al., 2013), aumentando a taxa de C-
CO:z2 liberado.
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4.2 Experimento com o Goncalo-Alves

Ao final do experimento com o Goncalo-Alves, aos 150 dias de cultivo, os
resultados da analise quimica final do solo estdo apresentados nas Tabelas 16 e 17.
Bezerra et al. (2006) destacam que o efeito positivo da aplicacdo de lodo no
desenvolvimento de plantas e recuperacdo de solos degradados, ocorre,
especialmente, por meio do fornecimento de MO e nutrientes. Neste estudo, a
adicdo de lodo compostado, somados a inoculagdo de microrganismos, elevou os
teores de nutrientes no solo, especialmente o P, S e 0 Zn.

Tabela 16 - Caracterizacdo quimica do solo ao final do experimento, para pH,
matéria organica (MO), fésforo (Presina), potassio (K), calcio (Ca),
magnésio (Mg), acidez potencial (H+Al), alimio (Al®**), capacidade
de troca catidnica (CTC) e soma de bases (SB) sem e com adi¢céo
de lodo de esgoto compostado e inoculacdo de microrganismos
Bacillus subtilis e Glomus clarum, aos 150 dias do trasnplantio
das mudas do Gongalo-Alves (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos pH MO  Presina K Ca Mg H+Al  AIP* CTC SB
CaClz gdm? mgdm3 mmolc dm-3

Sem lodo de esgoto compostado

Controle 3,7 16 3 0,9 4 2 57 12 64 7
B. subtilis (BS) 3,6 17 3 11 4 2 61 13 68 7
Gl. clarum (GC) 3,7 18 3 0,9 4 2 64 12 71 7
BS + GC 3,7 18 3 0,7 3 2 60 13 65 5
Com lodo de esgoto compostado
Controle 3,6 18 5 0,8 5 3 70 13 78 8
B. subtilis (BS) 3,7 16 18 0,7 5 2 67 12 74 8
Gl. clarum (GC) 3,8 19 10 0,6 5 2 56 13 64 8
BS + GC 3,7 20 9 0,9 5 3 62 12 71 8

Contudo, as temperaturas baixas, como as que foram observadas durante o
periodo experimental, podem ter diminuido a velocidade da mineralizacdo da MO e
influenciado na liberagcdo de nutrientes. Neste contexto, 0S microrganismos

solubilizadores podem contribuir mobilizando alguns destes nutrientes, como no
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caso do P, por meio da solubilizacdo de fosfatos inorganicos, liberacédo de acidos e
producéo de fosfatases (TAKTEK et al., 2015).

Tabela 17 - Caracterizagdo quimica do solo ao final do experimento, para
enxofre (S), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), zinco
(Zn) e saturacdo de bases (V%) sem e com adicdo de lodo de
esgoto compostado e inoculagcdo de microrganismos Bacillus
subtilis e Glomus clarum, aos 150 dias do trasnplantio das mudas
do Goncalo-Alves (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos S B Cu Fe Mn Zn V%
mg dm3 %
Sem lodo de esgoto compostado
Controle 10 0,37 3,1 32 4,4 0,3 11
B. subtilis (BS) 6 0,33 2,8 28 4,2 0,3 11
Gl. clarum (GC) 7 0,32 2,9 30 4,2 0,3 9
BS + GC 7 0,35 3,3 46 4,2 0,3 8
Com lodo de esgoto compostado
Controle 56 0,30 3,2 37 4,5 19 10
B. subtilis (BS) 54 0,28 3,1 36 4,3 1,8 11
Gl. clarum (GC) 54 0,30 29 35 4,2 1,8 12
BS + GC 68 0,30 3,2 38 5,6 2,0 12

Além dos atributos quimicos, 0s microrganismos também contribuem para
melhorar a agregacdo do solo, no caso, por meio da liberacdo de exsudatos
mucilaginosos pelos FMA e exopolissacarideos bacteriano, com os produzidos por
algumas espécies de Bacillus, dentre elas o B. subtilis. Com isto, auxiliam na uniao
das particulas, melhorando a estrutura do solo (RASHID et al., 2016).

As mudas de Goncalo-Alves responderam a adicdo de lodo como fonte de
nutrientes e simbiose micorrizica (Tabela 18). Incrementos no crescimento e
gualidade das mudas com a adicéo de lodo de esgoto compostado foram verificados
para todas as variaveis (MFPA, MSPA, DC, ALT, NF e IQD), mas apenas DC e ALT
ndo responderam & inoculacdo de microrganismos.

Avaliando as caracteristicas quimicas do solo e o crescimento de Gongalo-
Alves em area degradada com lodo de esgoto e silicato de calcio, Caldeira Junior et
al. (2009) observaram incrementos para altura, diametro do coleto e projecdo da

copa das mudas, aos 14 meses em campo.
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Tabela 18 - Médias, valores de F e coeficientes de variagcdo (CV) para massa
fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA),
diametro do coleto (DC), altura (ALT), numero de folhas (NF) e
indice de qualidade de mudas de Dickson (IQD) para os fatores
inoculacdo (Bacillus subtilis e Glomus clarum) e lodo de esgoto
compostado (com ou sem) de mudas de Goncalo-Alves, aos 150
dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos MFPA MSPA DC ALT NF IQD
(9) (9) (mm) (cm) ) ()
Inoculacéo
Controle 6,3b 25¢c 26a 11,8 a 9,7a 0,38 ab
B. subtilis 75b 35b 2,3a 114 a 78Db 0,36 b
Gl. clarum 9,7a 43a 29a 129 a 10,3 a 0,45 a
B. subtilis+Gl. clarum 6,5b 19c 25a 11,6 a 10,4 a 0,34 b
Lodo compostado
Com lodo 139 a 57a 3,8a 15,7 a 11,7 a 0,6 a
Sem lodo 1,17 b 0,4b 1,4b 8,2b 7,3b 0,1b
Valores de F
Inoculacao 8,85" 24,10" 2,59 0,67 9,28" 6,80™
Lodo 580,03" 588,20 219,73 92,48" 123,34" 959,05"
Bloco 2,19 1,86 1,38 1,15 1,53 0,94"s
Inoculagdo x Lodo 7,45 27,57 5,92" 0,31" 3,18 21,45”
Média Geral 7,5 3,0 2,6 11,9 9,5 0,4
CV (%) 22 23 19 21 13 14

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "s: ndo significativo.

Em outro estudo, Silva et al. (2008) verificaram maior crescimento de plantas
de Goncalo-Alves em um solo que houve aumento nos teores de nutrientes,
incluindo P, por meio da adicdo de lodo de esgoto. Estes resultados corrorboram
com os encontrados no presente estudo para adicdo de lodo compostado como
fonte de nutrientes, que somados a inoculacdo de microrganismos, especialmente o
Gl. clarum, incrementatam o crescimento inicial das mudas de Gongalo-Alves.

No desdobramento das interacdes entre fatores observou-se incrementos
para MFPA, MSPA, DC e NF na presenca de lodo de esgoto e do FMA, enquanto
IQD aumentou com adi¢édo de lodo associado a B. subtilis ou Gl. clarum (Tabela 19).
O FMA pode ter facilitado a aquisicdo de agua e nutrientes pelas plantas de
Goncalo-Alves por meio da sua rede de hifas, o que se reflete nos ganhos em
MFPA, MSPA, DC, NF e 1QD.



64

Tabela 19 - Interacbes significativas entre adicdo de lodo de esgoto
compostado (com e sem) e inoculagdo (Bacillus subtilis - BS e
Glomus clarum - GC) para massa fresca da parte aérea, massa
seca da parte aérea, diametro do colmo, numero de folhas e
indice de qualidade de mudas de Dickson de mudas de

Gongalo-Alves, aos 150 dias do transplantio (Botucatu-SP,

2020)
Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado ~ -----ememmemeee- Massa fresca da parte aérea (g) -----------------
Com 11,3 aC 14,5 aB 17,8 aA 11,8 aBC
Sem 1,3 bA 0,6 bA 1,6 bA 1,2 bA
------------------ Massa seca da parte aérea (g) ------------------
Com 4,53 aC 6,95 aB 8,19 aA 3,28 aD
Sem 0,45 bA 0,01 bA 0,52 bA 0,51 bA
---------------------- Diametro do coleto (mm)
Com 3,58 aB 3,66 aB 4,56 aA 3,32 aB
Sem 1,76 bA 0,94 bA 1,26 bA 1,68 bA
------------------------- Numero de folhas (-) ------------===-=mmmmmm-
Com 11,0 aB 10,4 aB 13,2 aA 12,4 aAB
Sem 8,4 bA 5,2 bB 7,4 bA 8,4 bA
————————————————— indice de qualidade de Dickson (-) ---------------
Com 0,60 aB 0,70 aA 0,76 aA 0,52 aB
Sem 0,16 bA 0,01 bB 0,12 bA 0,16 bA

Médias seguidas de mesma letra minldscula na coluna e mailscula na linha, para cada variavel, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As espécies pioneiras de regides tropicais sdo geralmente muito responsivas
a adubacdo, especialmente com o P, que € considerado um nutriente limitante ao
crescimento e estabelecimento de plantas em solos de cerrado (BERTI et al., 2017).
Portanto, os FMA tornam-se um importante aliado ao contribuir para o melhor
aproveitamento de nutrientes no solo e ao conferir protecdo as condi¢cdes adversas,
como as baixas temperaturas observadas durante o periodo experimental
(MATHUR; TOMAR; JAJOO, 2019; ZHANG et al., 2020).

Ha poucos relatos dos efeitos de B. subtilis sobre o crescimento de Gongalo-
Alves, contudo, o aumento do IQD observado para as mudas que foram co-

inoculadas, somadas a adicdo de lodo, pode estar relacionado indiretamente a

habilidade promotora de crescimento da bactéria, por meio do controle de
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fitohormdnios do crescimento como auxinas, giberelinas e citocininas, ou pela
solubilizacdo e aumento da disponibilidade de P e outros nutrientes no solo
(SISVASAKTHI; USHARANI, SARANRAJ, 2014). Com isto, o aumento do sistema
da radicular possibilita a criagdo de novos pontos de infecdo pelo Gl. clarum,
favorecendo a simbiose e aumentando o volume de solo explorado e,
conseguentemente, a absorcdo de agua e nutrientes para a planta (Tabela 19).

MFR, MSR, SR, VR, CTR e DMR exibiram significancia para a adubacdo com
lodo compostado, enquanto a inoculagdo com Gl. clarum proporcionaram as médias
mais elevadas para MSR, VR e CTR, comparadas aos demais tratamentos. MFR
nao diferiu entre tratamentos de inoculacdo, mas estes do controle, enquanto SR e

DMR néo responderam a inoculacao (Tabela 20).

Tabela 20 - Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para massa
fresca de raizes (MFR), massa seca de raizes (MSR), area de
superficie das raizes (SR), volume de raizes (VR), comprimento
total (CTR) e diametro médio de raizes (DMR), para os fatores
inoculacdo (Bacillus subtilis e Glomus clarum) e lodo de esgoto
compostado (com ou sem) de mudas de Gongalo-Alves, aos 150
dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos MFR MSR SR VR CTR DMR
(9) (9) (cm?) (cm3) (cm) (mm)
Inoculacéo
Controle 36b 12c 90,0 a 10b 491,1bc 0,48 a
B. subitilis 6,0 a 19b 82,3 a 0,8b 597, 7ab 0,46 a
GlI. clarum 7.4 a 26a 94,4 a 14 a 630,9 a 0,47 a
B. subtilis+Gl. clarum 6,2a 1,2c 84,4 a 09b 456,0 c 0,50 a
Lodo compostado
Com lodo 10,3 a 3,1a 1449 a 18a 871,3a 0,52a
Sem lodo 1,3b 0,3b 30,7b 0,3b 216,6 b 0,43b
Valores de F
Inoculacao 15,48" 28,35" 2,73 20,98" 8,97" 0,96
Lodo 477,89" 472,49" 1181,58" 750,77 550,18" 28,44"
Bloco 1,56 0,59 0,27 0,74 0,36™ 1,64
Inoculacédo x Lodo 4,51 19,18™ 7,717 14,72" 20,20" 1,83™
Média Geral 5,8 1,7 87,8 1,0 543,9 0,50
CV (%) 22 23 12 15 16 11

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "s: ndo significativo.



66

No desdobramento das interacdes significativas, MFR, MSR, SR, VR e CTR
mostraram incrementos para a adicdo de lodo de esgoto e inoculagédo, variando
apenas entre os microrganismos aplicados (Tabela 21). A MFR nao apresentou
diferencas entre tratamentos de inoculagdo, mas entre estes e o controle, com as
menores médias. A MSR, SR e VR exibiram as maiores médias quando as mudas
de Goncalo-Alves foram inoculadas com Gl. clarum, enquanto o CTR além da

inoculagdo com o FMA, também respondeu ao B. subtilis.

Tabela 21 - Interacbes significativas entre adicdo de lodo de esgoto
compostado e inoculacdo (Bacillus subtilis - BS e Glomus
clarum - GC) para massa fresca de raizes, massa seca de raizes,
area de superficie, volume de raizes e comprimento total das
mudas de Goncalo-Alves, aos 150 dias do transplantio
(Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado ~  -------m-memememeee Massa fresca de raizes (g) ---------------------
Com 6,8 aB 10,6 aA 12,7 aA 11,1 aA
Sem 1,5 bA 0,3 bA 2,1 bA 1,4 bA
————————————————————— Massa seca de raizes (g) -
Com 2,46 aC 3,35aB 4,73 aA 1,95aC
Sem 0,50 bA 0,05 bA 0,50 bA 0,38 bA
—————————————————————— Area de superficie (cm?)
Com 140,5 aAB 151,7 aAB 153,2 aA 134,1 aB
Sem 39,7 bA 12,9 bB 35,6 bA 34,7 bA
———————————————————————— Volume de raizes (cm3)
Com 1,60 aB 1,48 aB 2,39 aA 1,55 aB
Sem 0,45 bA 0,17 bA 0,37 bA 0,36 bA
---------------- Comprimento total das raizes (cm) ----------------
Com 696,1 aB 1.089,4 aA 983,9 aA 715,8 aB
Sem 286,1 bA 105,9 bB 277,9 bA 196,3 bAB

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, para cada variavel, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Estes resultados sdo corroborados por Sugai; Collier e Saggin-Janior (2011)
gue observaram aumento do sistema radicular de mudas de Angico em solos de
Cerrado, quando estas foram inoculadas com FMA nativos. Neste estudo, a
adubacao com lodo compostado somado a inoculacéo, especialmente do Gl. clarum,

possibilitou as mudas aumento no volume de solo explorado, por meio das hifas.
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Assim, como observado para SR, VR e CTR (Tabela 21), a interacdo entre
lodo de esgoto compostado e Gl. clarum gerou incrementos na absorcéo de agua e
nutrientes pelas suas raizes e/ou hifas do fungo, favorecendo seu desenvolvimento.
Além do GI. clarum, a associagcdo com B. subtilis somadas a adicdo de lodo
compostado, mostrou-se promissora no desenvolvimento de mudas, verificado por
meio dos incrementos em MFR, MSR e CTR (Tabela 21). Resultados semelhantes
foram relatados por Mafia et al. (2007) que, ao avaliarem a eficiéncia de isolados
bacterianos obtidos da rizosfera de mudas clonais de eucalipto, em diferentes
regides do Brasil, detectaram maior enraizamento e producdo de biomassa pelas
plantas inoculadas com B. subtilis, em relac&o ao controle, ndo inoculados.

Para teor relativo de clorofila, fotossintese liquida, transpiracao e condutancia
estomatica, apenas a primeira variavel ndo respondeu a adicdo de lodo, a

inoculacdo de microrganismos e as interacdes entre estes fatores (Tabela 22).

Tabela 22 - Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para teor
relativo de clorofila (SPAD), fotossintese liquida (A), transpiracao
(E) e condutancia estomatica (gS), para os fatores inoculacéo
(Bacillus subtilis e Glomus clarum) e lodo de esgoto compostado
(com ou sem) de mudas de Goncalo-Alves, aos 150 dias do
transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos SPAD (A) ) g5
(-) (umoL m2s™) (mmoL m?s?) (cms)
Inoculacéo
Controle 31,2a 2,55 ab 0,62 a 0,033 a
B. subtilis 29,3 a 2,41 ab 0,44 b 0,022 b
GlI. clarum 30,8a 2,88 a 0,62 a 0,030 a
B. subtilis+Gl. clarum 314 a 2,20b 0,46 b 0,021 b
Lodo compostado
Com lodo 31,8a 3,26 a 0,59 a 0,029 a
Sem lodo 29,5a 1,76 b 0,48 b 0,023 b
Valores de F
Inoculacéo 0,43 5,10" 11,87" 11,84"
Lodo 2,34 136,58" 13,01" 12,25"
Bloco 0,67 0,48™ 0,39" 0,27
Inoculagdo x Lodo 0,48 7,93 9,01" 9,17
Média Geral 30,69 2,51 0,53 0,026
CV (%) 15 16 17 21

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "S: ndo significativo.
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A fotossintese, transpiracdo e condutancia estomatica foram mais elevadas
com adicdo de lodo. Para fotossintese, as médias mais elevadas foram detectadas
no tratamento com adicdo de lodo compostado, quando os microrganismos foram
isoladamente inoculados ou no controle, os quais diferiram estatisticamente do
tratamento com co-inoculagédo (B. subtilis + Gl. clarum). Na auséncia de lodo, as
maiores médias observadas foram no tratamento que recebeu FMA (Tabela 23).

Tabela 23 - Interacbes significativas entre adicdo de lodo de esgoto
compostado (com e sem) e inoculacédo (Bacillus subtilis - BS e
Glomus clarum - GC) para fotossintese liquida, transpiracdo e
condutancia estomética de mudas de Goncalo-Alves, aos 150
dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado ~  ---—----m-em- Fotossintese liquida (umoL m?2 s?) —----eeeemeeev
Com 3,33 aA 3,61 aA 3,58 aA 2,52 aB
Sem 1,77 bAB 1,21 bB 2,19 bA 1,88 bAB
——————————————————— Transpiracdo (mmoL m?2 s?) ——emeemmeeeeee-
Com 0,65 aA 0,62 aA 0,64 aA 0,44 aB
Sem 0,58 aA 0,26 bB 0,61 aA 0,48 aA
———————————————— Condutancia estomatica (cm s?) -----------------
Com 0,031 aA 0,033 aA 0,030 aA 0,019 aB
Sem 0,035 aA 0,012 bB 0,031 aA 0,022 aA

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, para cada variavel, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a transpiracdo e condutancia estomatica, diferencas entre os
tratamentos com lodo compostado foram detectadas quando ocorreu a inoculagéo
com B. subtilis que na presenca do lodo proporcionaou as médias mais elevadas.
(Tabela 23). As mudas de Goncalo-Alves exibiram valores baixos para as trocas
gasosas, um comportamento que se assemelha ao relatado por Campelo et al.
(2015), ao analisarem plantas desta espécie em campo, na estacdo seca.

As reducdes da condutancia estomatica, no presente estudo, demonstram
gue as mudas promoveram o fechamento estomatico de suas folhas em decorréncia

a algum estresse abibtico, provavelmente hidrico ou por temperatura. Ao
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investigarem os efeitos da sazonalidade em plantas de Jatropha curcas, Rodrigues
et al. (2011) relatam que, além da disponibilidade de agua no solo, fatores como a
temperatura influenciaram as respostas fisiologicas de algumas espécies de plantas.
Além da condutancia estomatica, a capacidade fotossintética e transpiracdo daa
plantas podem sofrer alteracfes, se adaptando as condicdes ambientais presentes
(LARCHER, 2006). Neste contexto, as plantas devem ter se associar aos
microrganismos como forma de aliviar os efeitos do estresse fisioldgico por meio de
mecanismos que envolvem melhorarias na absorgdo de agua e nutriente.

Para os teores de macronutrientes na parte aérea, N, P, K e Ca responderam
a inoculacao de microrganismos, enquanto que para a adicdo de lodo compostado,
somente o Ca ndo apresentou significancia. Os teores de N, Mg e S foram maiores
quando houve adicdo de lodo, enquanto a co-inocucdo de B. subtilis+Gl. clarum,

seguidos de Gl. clarum, proporcionaram as maiores médias para N (Tabela 24).

Tabela 24 - Médias, valores de F e coeficientes de variacao (CV) para teores de
nitrogénio, fésforo, potassio, célcio, magnésio e enxofre da parte
aérea para os fatores inoculacdo (Bacillus subtilis e Glomus
clarum) e lodo de esgoto compostado (com ou sem) de mudas de

Goncalo-Alves, aos 150 dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos N P K . Ca Mg S
------- (9 kg*)
Inoculacéo
Controle 24,4 ab 16a 6,5ab 49D 24a 15a
B. subitilis 20,4 c 1.2b 6,2 ab 49b 23a 1,7 a
Gl. clarum 23,3b 1,1b 6,11 b 5,6 ab 23a 16 a
B. subtilis+Gl. clarum 255a 1,4 ab 70a 6,0a 23a 1,7 a
Lodo compostado
Com lodo 24,8 a 1,7 a 55b 6,0a 25a 1,8a
Sem lodo 220Db 10b 7,4 a 51a 2,2b 15b
Valores de F
Inoculagédo 28,7" 6,6 4,1 6,8 0,2"s 1,9
Lodo 49,2™ 87,3" 89,6™ 3,8"™ 14,6" 16,9”
Bloco 1,9m 0,1ms 2,0m 2,6m 0,2ms 0,4
Inoculagdo x Lodo 1,8™ 5,5 10,0 4,0° 0,3 0,4"s
Média Geral 23,4 1,3 6,5 5,4 2,3 1,6
CV (%) 4 13 8 10 8 10

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "s: ndo significativo.
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Os teores de P, no desdobramento das interacbes significativas, foram
superiores na presenca de lodo compostado quando ocorreu inoculagdo, porém na

auséncia de lodo o tratamento controle foi superior em teor de P (Tabela 25).

Tabela 25 - Interacbes significativas entre adicdo de lodo de esgoto
compostado (com e sem) e inoculacdo (Bacillus subtilis - BS e
Glomus clarum - GC) para os teores de fosforo e célcio da parta
aérea de mudas de Gongalo-Alves, aos 150 dias do transplantio
(Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado @ -—-—-- Foésforo (g kg™?) -----------mmmmmmemeeeo
Com 1,7 aA 1,5aA 1,5aA 1,9 aA
Sem 1,4 aA 0,8 bB 0,8 bB 0,9 bB
---------------------------- Calcio (g kg™?) --
Com 5,5 aA 5,5 aA 5,56 aA 5,8 aA
Sem 4,3 bB 4,3 bB 5,6 aA 6,3 aA

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha, para cada variavel, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Duboc e Gerrini (2007), ao valiarem os teores foliares de nutrientes em mudas
de Gongalo-Alves com 12 meses, sob diferentes doses de N, reportaram 14,5; 1,9;
9,5; 15,2; 2,3 e 1,0 g kg?' de N, P, K, Ca, Mg e S, respectivamente. Verifica-se
semelhanca para os teores de P, Mg e S detectados no presente trabalho, sugerindo
gue a exigéncia por estes nutrientes pelas mudas, nesta fase de crescimento, foi
suprida pela adicdo de lodo compostado. No entanto, os teores de N encontrados
pelo mesmo autor foram menores comparados aos do presente estudo, enquanto 0s
de K e Ca foram maiores (Tabela 24). Estes resultados podem indicar que o N foi
exigido em maior quantidade no inicio do crescimento, em relacéo ao K e o Ca.

Alguns fatores ambientais podem afetar o crescimento e a exigéncia das
plantas por determinado nutriente. Baixas temperaturas podem causar disturbios em
suas funcdes basicas, acarretando a inibicdo de muitos processos bioquimicos como
transporte de solutos e metabolismo de enzimas, prejudicando o crescimento das
mudas (Figura 13). Os nutrientes N, K e Ca desempenham papeis importantes como
constituintes de aminoacidos, acidos nucleicos, coenzimas e regulacdes metabdlicas
(TAIZ et al., 2017). Logo, a associagcdo com microrganismos pode amenizar o

estresse pelo frio por meio de mecanismos que melhoram a absorcdo de agua e
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nutrientes, possibilitando o crescimento de mudas de Gongalo-Alves mais saudaveis

e vigorosas.

Figura 13 - Mudas de Goncgalo-Alves sem adi¢céo de lodo e sem inoculagéo de
microrganismos sempre nos vasos a esquerda (controle), comparados aos
demais tratamentos a direita: sem lodo, com B. subtilis (A), sem lodo, com GlI.
clarum (B), sem lodo, com co-inoculacéo de B. subtilis+Gl. clarum (C), com
lodo mas sem inoculacao (D), com lodo e B. subtilis (E), com lodo e GI. clarum

(F), com lodo e co-inoculacédo de B. subtilis+Gl. clarum (G) (Botucatu-SP, 2020)

(A) (B) ©)

(D) ) ® G)

Semelhantes ao detectado no presente estudo, Mizobata; Cassiolato; Maltoni
(2017) verificaram aumentos nos teores de K e Ca em mudas de Gongalo-Alves
suplementadas com residuo organico. Os teores destes nutrientes na parte aérea,
se comparados aos do solo ao final do experimento, foram superiores, indicando que
a planta deve ter utilizou a associagdo com microrganismos para suprir parte da
necessidade destes nutrientes.

A forma predominante de K no solo € a estrutural, isto &, faz parte da
estrutura de minerais primarios (muscovita biotita e feldspatos) e, ou, secundarios
(vermiculita e esmectita) (FERNANDES; SOUZA; SANTOS, 2018). A liberacéo do K

7

estrutural para a solugdo do solo € um processo lento e, assim, ndo atende a
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demanda das plantas a curto prazo. A acao solubilizadora do B. subtilis pode ter
contribuido para liberacdo de K e, por meio das hifas do FMA, a planta ter
aumentado este teor na sua parte aérea (Tabela 24).

Em relagdo aos teores de B, Cu, Fe, Mn e Zn na parte aérea, houve
significancia para adicdo de lodo, de microrganismos e interacdo significativa para B,

Fe e Mn, enquanto que o Zn espondeu apenas ao lodo (Tabelas 26).

Tabela 26 - Médias, valores de F e coeficientes de variagdo (CV) para teores de
boro, cobre, ferro, manganés e zinco da parte aérea para os fatores
inoculacdo (Bacillus subtilis e Glomus clarum) e lodo de esgoto
compostado (com ou sem) de mudas de Goncalo-Alves, aos 150
dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

B Cu Fe Mn Zn
Tratamentos )

----- ~—-—-——- (Mg kg™
Inoculacéo
Controle 35,1a 80a 2415c 156,5 ab 20,0 a
B. subtilis 32,3b 8,0a 310,3a 206,2 a 19,0 a
Gl. clarum 325b 7,6 a 281,3b 1470 c 20,5a
B. subtilis+Gl. clarum 31,0b 78a 302,8a 167,3 b 19,6 a
Lodo compostado
Com lodo 30,7b 7,7 a 2510b 209,4 a 22,7 a
Sem lodo 34,7 a 8,0a 317,0a 129,0b 16,8 b
Valores de F
Inoculacéo 9,0™ 0,3"s 481" 39,4" 1,0m
Lodo 53,3 0,7"s 220,0” 377,17 89,7"
Bloco 2,1ns 0,2"s 0,7ms 1,1m 0,5
Inoculagéo x Lodo 10,8 1,6 181,77 51,0 0,7m
Média Geral 32,7 7,87 284,0 169,2 19,7
CV (%) 4 9 4 6 8

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; ": ndo significativo.

Em relacdo ao Zn, elemento essencial para a sintese de triptofano,
aminoacido chave na sintese de &cido indol acético (AIA) (CASTILLO-GONZALEZ et
al., 2018). As mudas responderam a adicao de lodo de esgoto compostado, mas néo
responderam a inoculacdo. Este resultado indica que as plantas podem ter se
beneficiado da sintese de fitormbnios do crescimento, dentre eles o AlA, pelos

microrganismos, ndo demonstrando alta exigéncia por Zn nesta fase de crescimento.
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O B e o Fe exibiram os maiores teores com a inoculacdo de B. sutilis e de Gl.
clarum para o Fe e de Gl. clarum para o B, ambos na auséncia ne lodo compostado
(Tabela 27). Saboya et al. (2012) relataram incrementos para B em mudas pinh&o-
manso inoculadas com GI. clarum + Acaulospora morrowiae, mostrando a
importancia da simbiose para a absor¢cdo do nutriente, principalmente por sua baixa
mobilidade no solo (COLOZZI-FILHO; BALOTA, 1994).

Tabela 27 - Interagbes significativas entre adicdo de lodo de esgoto
compostado (com e sem) e inoculagdo (Bacillus subtilis - BS e
Glomus clarum - GC) para Boro, Ferro e Manganés de mudas de

Goncalo-Alves, aos 150 dias do transplantio (Botucatu-SP,

2020)
Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado ~  --m-m-mmmmmmmememeeeeee- Boro (mg kg™)
Com 35,3 aA 30,3 bB 28,5 bB 28,7 bB
Sem 34,6 aAB 34,3 aAB 36,7 aA 33,3aB
—————————————————————————— Ferro (mg kg™?)
Com 238,6 aC 274,6 bB 165,6 bD 325,0 aA
Sem 244.,3 aD 346,0 aB 397,0 aA 280,6 bC
——————————————————————— Manganés (mg kg™)
Com 158,0 aD 279,0 aA 185,6 aC 215,0 aB
Sem 155,0 aA 133,3 bAB 108,3 bC 119,6 bBC

Médias seguidas de mesma letra minlUscula na coluna e mailscula na linha, para cada variavel, nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O efeito promotor de crescimento do B. subtilis favoreceu o crescimento do
sistema radicular das mudas, compribuindo para um incremento na absorcao de Mg
pela planta de Goncalo-Alves. O aumento nos teores de Mg na parte aérea das
mudas pode estar relacionado a algum estresse abiotico, como baixas temperaturas,
que podem causar danos foliares (Figura 14).

O Fe é um nutriente essencial ao metabolismo das mitocondrias e
cloroplastos (TAIZ et al., 2017), enquanto no solo é encontrado na forma Fe3*, que
reage formando Oxidos e hidréxidos insollveis, portanto, indisponiveis as plantas
(ROUT; SAHOO, 2015). A associacao com microrganismos melhorou a absorcéo de
Fe, possivelmente por meio da liberagdo de compostos organicos capazes de

reduzi-lo, como B. subtilis, facilitando sua absor¢ao pela planta por meio das hifas do
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FMA (Tabela 27). O lodo compostado fornecido as mudas de Goncalo-Alves é rico
em B (125 mg kg?) e Fe (40478 mg kgt), e os teores iniciais destes nutrientes no

solo podem ter sido suficientes para suprir a necessidade das mudas inoculadas.

Figura 14 - Lesdes (A) e escurecimento foliares de mudas de Goncalo-Alves,

anteriormente ao transplante em vasos (Botucatu-SP, 2020)

_ Fonte: F;hilippe Solano
oledo Silva - 2021

Fonte: Philippe Solano

h Toledo Silva - 2021

(A) (B)

A colonizacdo radicular por FMA (COL FMA) e por endofiticos septados
escuros (COL DSE), numero de esporos de FMA (NESP) e o C-CO: liberado
apresentaram significancia para inoculacdo e para a adicdo de lodo, enquanto o
NESP nao respondeu aos tratamentos (Tabela 28). As espécies arbdreas pioneiras,
como o Gongalo-Alves, segundo Carrenho; Trufem; Bononi (2001), sdo mais
responsivas a inoculacdo micorrizica em relacdo as espeécies climax. Este
comportamento deve estar relacionado com o tamanho e pouca quantidade de
reservas das sementes de Gongalo-Alves, produzindo poucas raizes no inicio do
seu crescimento (Figura 15).

A simbiose com estes microrganismos auxilia o crescimento de mudas,
melhorando sua nutricao via incrementos na absorcado de dgua e nutrientes por meio
de suas hifas. As varidveis COL FMA, COL DSE e C-CO: liberado mostraram
significancia para as interacdes (Tabela 29). A inoculagdo com Gl. clarum e B.
subtilis elevou a colonizac&o das mudas que receberam adicéo de lodo compostado.
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Tabela 28 - Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para
colonizacdo radicular por fungo micorrizico arbuscular (COL
FMA) e pelo fungo endofitico septado escuro (COL DSE), nUmero
de esporos de FMA (NESP) e carbono do CO2 (C-COz2) liberado
para os fatores inoculacéo (Bacillus subtilis e Glomus clarum) e
lodo de esgoto compostado (com ou sem) de mudas de Gongcalo-
Alves, aos 150 dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos COL FMA COL DSE NESP C-CO; liberado
(%) (%) (100g solo) (ug C-CO; gt solo)

Inoculacéo

Controle 18,0c 29b 115c¢c 50a

B. subtilis 32,2b 0,9c 14,3 b 51a

Gl. clarum 44,2 a 6,1a 10,3 c 3,6b

B. subtilis+Gl. clarum 17,7 c 0,0d 19,6 a 33Db

Lodo compostado

Com lodo 41,3 a 39a 140 a 45a

Sem lodo 14,7Db 10b 13,8 a 41b

Valores de F

Inoculacéo 4217 1404,0" 455" 34,0

Lodo 1842,0 1595,4™ 0,0m 6,5

Bloco 1,2m 1,8 0,8 0,9

Inoculacéo x Lodo 501,1" 1229,8" 30,6™ 214,4"

Média Geral 28 2,4 14 4,3

CV (%) 7 9 14 12

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; "s: ndo significativo.

Figura 15 - Mudas de Gongalo-Alves no inicio de crescimento (Botucatu-SP,
2020)

Fonte: Philippe Solano
Toledo Silva - 2021
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Tabela 29 - Interacbes significativas entre adicdo de lodo de esgoto
compostado (com e sem) e inoculagéo (Bacillus subtilis - BS e
Glomus clarum - GC) para colonizagédo radicular por fungo
micorrizico arbuscular (FMA) e por fungo endofitico septados
escuros (DSE), numero de esporos de FMA GI. clarum e
carbono do CO2 (C-CO2) liberado de mudas de Goncgalo-Alves,
aos 150 dias do transplantio (Botucatu-SP, 2020)

Tratamentos Controle B. subtilis Gl. clarum BS+GC
Lodo Compostado ~  ------ememeee- Colonizacéao radicular por FMA (%) --------------
Com 24,7 aC 51,9 aB 73,2 aA 15,4 bD
Sem 11,4 bAB 12,4 bAB 15,2 bB 20,0 aA
-------------- Colonizacéao radicular por DSE (%) --------------
Com 4,8 aB 0,0 bC 10,8 aA 0,0 aC
Sem 1,0 bB 1,8 aA 1,3bB 0,0 aC
-------------- C-CO:;, liberado (ug C-CO; g* solo) --------------
Com 1,8 bC 7,0 aA 4,5 aB 4,5 aB
Sem 8,2 aA 3,1 bB 2,7bC 2,2bC

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha, para cada variavel, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Com o aumento da colonizacdo por FMA, as raizes passam a ter uma maior
importancia como fonte de indéculo, diminuindo a esporulacdo do fungo,
comportamento semelhante ao observado neste estudo para o baixo NESP,
especialmente o tratamento inoculado com Gl. clarum. Kabir; O Halloran; Hamel
(1996) relatam que a porcentagem de colonizacdo esta positivamente relacionado
com a abundéancia de hifas no solo e que, nessa situacdo, estas estruturas podem
torna-se a principal forma de propagacéo pelos FMA no solo (Figura 16).

Em relacdo aos DSE, o papel que o grupo desempenha em espécies
arboreas pioneiras no cerrado, ainda é pouco relatado. Os DSE sao caracterizados
pelas hifas septadas melanizadas e microesclerddios (Figura 15D) (SEERANGAN;
THANGAVELU, 2014) e, apesar das semelhangas com os FMA, os DSE podem
coexistir com FMA e produzir metabolitos capazes de aumentar a germinagéo, o
crescimento e a ramificacao de hifas destes fungos (SCERVINO et al., 2009). Neste
estudo, o tratamento com inoculacao de Gl. clarum e aplicagédo do lodo compostado
mostrou a maior colonizacéo por DSE, indicando que ambos respondem a adubacéo
e podem beneficiar sua planta hospedeira de forma indireta.
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Figura 16 - Presenca de estruturas fungicas de FMA e DSE em raizes de
Goncgalo-Alves, sob microscopia 6tica (aumento 40x). A) Hifas e vesiculas de
FMA, B) Hifas e vesiculas de FMA, C) Vesicolas de FMA e D) Hifas septadas e

microesclerddios de DSE (Botucatu-SP, 2020)

Fonte: Philippe Solano
‘Toledo Silva - 2021

Solano Toledo
Silva - 2021

(A) (B)

Ves

Fonte:PhiIippe Solano
Toledo Silva - 2021

Fonte: Philippe Solano
oledo Silva - 2021

©) (D)

Em relacdo aos tratamentos inoculados com B. subtilis, a colonizagdo por
DSE foi praticamente inexistente (Tabela 28). H& poucos estudos sobre a interacdo
entre B. subtilis e os DSE, entretanto Braga Junior et al. (2017) constataram que a
producao de sideréforos e outras moléculas pela bactéria foram capazes de diminuir
o crescimento micelial in vitro de alguns grupos fangicos, dentre eles Curvularia

luneta e Fusarium spp.
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Os fungos DSE podem ser mutualisticos na maioria das situacdes e, segundo
Newsham (2011), desenvolver carater patogénico em outras, necessitando uma
minuciosa selegao. Por outro lado, alguns mostraram ter o crescimento micelial
prejudicado pela acdo da bactéria, interferindo negativamente na colonizacao,
possivelmente, fato também observado neste estudo para os tratamentos inoculados
com B. subtilis (Tabela 29). No entanto, as respostas ainda ndo estdo claras,
havendo a necessidade de mais estudos sobre o comportamento destes

microrganismos, especialmente em espécies arboreas de cerrado.

O C-CO: liberado apresentou incrementos quando houve inoculagdo de
microrganismos junto a adicdo de lodo compostado, especialmente de B. subtilis
(Tabela 29). Entretanto, sem a adicédo de lodo, os tratamentos de inoculacéo foram
inferiores ao controle. A liberagdo de C-CO2 é proveniente da atividade respiratoria
de bactérias, fungos e outros microrganismos do solo (SAURICH et al, 2019),
podendo ser utilizada como um indicador sensivel ao manejo do solo. O
fornecimento de MO e outros nutrientes ao solo, via residuos organicos, pode
propiciar sua atividade no solo (GAMA-RODRIGUES et al., 2005; VENZKE FILHO et
al., 2008).

Capuani et al. (2012), avaliando a atividade microbiana em diferentes tipos de
solo sob a adicdo de residuos de algoddo e torta de mamona, verificaram que a
atividade microbiana dos solos que receberam os residuos foi maior nos primeiros
dias, decrescendo com o passar do tempo. Silva; Souto; Aradjo (2006) também
relataram maior liberagcdo de CO:2 nas primeiras avaliagbes em um Luvissolo com
diferentes residuos vegetais, que decresceu posteriormente. Estes resultados
corroboram com o presente estudo, para um Latossolo que recebeu lodo
compostado, com avaliacdo da atividade microbiolégica aos 150 dias de
experimento (Tabela 29). A lenta mineralizagédo do lodo de esgoto, decorrentes das
condicbes de baixas temperaturas observadas durante o experimento, somadas a
auséncia de praticas de re-inoculacdo de microrganismos, podem ter contribuido

para diminuir a atividade dos microrganismos no solo.

O aumento na taxa respiratoria pode ser uma caracteristica desejavel, tendo
em vista que pode indicar alta atividade da biomassa microbiana e rapida

transformacdo da MO. Alta atividade respiratoria pode ser em decorréncia de um
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grande reservatorio de substratos de C labeis, onde ha intensa decomposicdo da
MO ou, também, pode indicar um pequeno reservatorio decorrente da quebra de
agregados do solo, a qual expde material organico que se encontrava protegido da
acdo microbiana (TOTOLA; CHAER, 2002). Logo, segundo Islam; Weil (2000), altas
taxas de CO:2 liberado pode indicar tanto alta produtividade do sistema quanto um

distarbio ecoldgico, devendo ser analisada segundo o contexto de cada situacéao.
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5 CONCLUSOES

O Baru, diferente do Goncalo-Alves, mostra pouca exigéncia em P para o

crescimento inicial.

Na auséncia de lodo compostado, nas mudas de Baru, a inoculacdo de
microrganismos proporciona incrementos para massa fresca, area de superficie,
volume e comprimento total de raizes, fotossintese liquida, transpiracdo e
condutancia estomatica. A inoculacdo de Gl. clarum eleva o nimero de esporos de
FMA no solo e o C-CO2 liberado, enquanto Gl. clarum e B. subtilis elevam a

colonizacéo radicular pelos FMA e DSE

A adicdo de lodo compostado, associados a inoculagdo de microrganismos
aumenta os teores de P, S e Zn no solo, enquanto sem inoculagéo, foram mais altos

os teores N, K, Ca, S e Zn da parte aérea das mudas de Baru

A adicdo de lodo compostado eleva os teores de N, P, Mg, S, Mn e Zn na
parte aérea das mudas e, quando associada a inoculacdo de microrganismos,
especialmente GI. clarum, proporciona incrementos nas variaveis relacionadas ao
crescimento da parte aérea e do sistema radicular, na colonizacdo por FMA e DSE e

nos teores de C-COz liberado, em mudas de Gongalo-Alves

A inoculagdo de microrganismos (B. subtilis ou Gl. clarum) isoladamente ou

somados a adicdo de lodo compostado, incrementou os valores de fotossintese

liquida, transpiracdo e condutancia estomatica das mudas de Goncalo-Alves

Na auséncia de lodo houve incrementos para K, B e Fe nas mudas de

Goncalo-Alves
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