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NODULACAO E MICORRIZACAO EM Anadenanthera
peregrina VAR. falcata EM SOLO DE CERRADO
AUTOCLAVADO E NAO AUTOCLAVADOW

E. GROSS®, L. CORDEIRO® & F. H. CAETANO®

RESUMO

Anadenanthera peregrina var. falcata (angico-do-cerrado), uma leguminosa
arboérea, forma associagdes simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio
(rizébios) e com fungos micorrizicos arbusculares. Com o objetivo de avaliar a
eficiéncia da inoculacéo de fungos micorrizicos e rizébios no crescimento inicial
de plantas de angico-do-cerrado, crescidas em solo autoclavado e em solo nao
autoclavado com e sem inoculagao, foi desenvolvido um experimento em casa de
vegetacéao, utilizando raizes micorrizadas de milho e uma mistura de isolados
de rizébios como inoculantes. O crescimento das plantas foi influenciado
positivamente pela concomitante inoculacédo do fungo micorrizico e do rizébio,
tendo as plantas desse tratamento apresentado biomassa cerca de 60 % maior
do que o controle no décimo més. A inoculagcdo de apenas um dos
microssimbiontes, entretanto, ndo provocou diferenca na producédo de biomassa
das plantas. A percentagem de colonizagdo micorrizica foi significativamente
mais alta e o nUmero de nédulos maior nas raizes das plantas crescidas no solo
nao autoclavado, ocasionados pela populacado de fungos e rizébios nativos. Nesse
tratamento, houve pequeno acimulo de matéria no xilopédio, provavelmente
em virtude do dreno fotossintético por parte dos microssimbiontes, e a
concentracgao de P na parte aérea e xilopddio dessas plantas foi cercade 1,2 e 8
vezes maior, respectivamente, por causa da colonizagao micorrizica.

Termos de indexacédo: angico-do-cerrado, rizdébio, fungos micorrizicos
arbusculares.
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SUMMARY: NODULATION AND MYCORRHIZAL INFECTION IN
Anadenanthera peregrina VAR. falcata ON AUTOCLAVED AND
NON-AUTOCLAVED CERRADO SOIL

The leguminous tree Anadenanthera peregrina var. falcata (angico-do-cerrado) forms
symbiotic associations with nitrogen fixing bacteria (rhizobia) and arbuscular mycorrhizal
fungi. The aim of this study was the evaluation of the influence of rhizobial and arbuscular
mycorrhizal inoculation on the initial growth of angico-do-cerrado plants, in autoclaved
and non-autoclaved soil with and without inoculations. The experiment was carried out in
a greenhouse using mycorrhized roots of maize and a mixture of rhizobial isolates as inocula.
Plant growth was positively affected by dual inoculation of mycorrhizal fungus and rhizobia:
plants of this treatment produced 60 % more biomass than in the control in the 10th month.
Inoculation of only one microsymbiont, however, did not promote difference in plant growth.
Mycorrhizal formation was significantly more extensive and the number of nodules higher
in plants of non-autoclaved soil, caused by native soil borne fungi and rhizobia. In this
treatment mass accumulation was lowest in the xylopodium, probably because of the
photosynthetic drain caused by microsymbionts, and P concentrations in shoot and
xylopodium were about 1.2 and 8 times higher in these plants, respectively, due to the

mycorrhizal colonization.

Index terms: angico-do-cerrado, rhizobia, arbuscular mycorrhizal fungi.

INTRODUCAO

Plantas da familia Leguminosae podem formar
associagbes simbidticas tanto com bactérias fixadoras
de nitrogénio, chamadas de rizébio, como com fungos
micorrizicos arbusculares. Nessa associacao
mutualista tripartida, os fungos micorrizicos podem
aumentar a solubilizacéo e a absorcéo de fésforo do
solo através do micélio extra-radicular, translocando
esse elemento para o vegetal. Por sua vez, o rizébio,
localizado em células especiais do noédulo, fixa o
nitrogénio atmosférico disponibilizando-o sob forma
de amobnia para a planta, a qual, em contrapartida,
fornece carboidratos para ambos os microssimbiontes
(Alen & Alen, 1981; Harley & Smith, 1983).

O angico-do-cerrado (Anadenanthera peregrinavar.
falcata) € uma leguminosa arbdrea economicamente
importante (Lorenzi, 1992) que apresenta nédulos
(Cordeiro & Beltrati, 1989) e micorrizas arbusculares
(Thomazini, 1974) nas suas raizes. Para o crescimento
e estabelecimento de diversas espécies arboreas, a
dupla inoculagéo rizébio/fungos micorrizicos parece
ser um procedimento vantajoso, favorecendo, por
exemplo, a producéo de biomassa (Dela Cruz et al.,
1988; Herrera et al., 1993). Entretanto, o beneficio
desses dois microssimbiontes para a planta pode
depender da compatibilidade entre a estirpe do
rizébio e o fungo micorrizico inoculado, como
observado em Anadenanthera peregrina (Goncalves
et al., 1995) e Dalbergia nigra (Scotti, 1997).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
nodulacdo e da micorrizagdo no crescimento inicial
das plantas de A. peregrina var. falcata em solo de
cerrado autoclavado ou ndo autoclavado.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacéo
do Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), em Rio Claro (SP), no
periodo de abril de 2000 a fevereiro de 2001. O solo
utilizado foi amostrado na reserva de Cerrado do
municipio de Corumbatai (22°15’'S 47°00'W, altitude
de 810 m), caracterizado em sua granulometria e
analisado quimicamente, segundo Raij (1981), antes
e depois da autoclavagem feita a 157,5 Pa por 2 h
(Quadro 1). Nenhuma corregdo ou adubacéo do solo
foi realizada.

As sementes de Anadenanthera peregrina (L.)
Speg. var. falcata (Benth.) Altschul (Leguminosae-
Mimosoideae), obtidas junto ao Instituto Florestal
(Secretaria do Meio Ambiente do estado de Sao
Paulo), foram desinfestadas superficialmente com
alcool 96 % por 2 min, seguido por um banho em
hipoclorito de sddio a 2 % por 5 min, e abundante-
mente lavadas em agua destilada esterilizada
(Vincent, 1970). As sementes foram colocadas para
germinar em placas de Petri com papel de filtro e
agua destilada esterilizada, sob luminosidade
constante. As plantulas com trés dias de idade
foram transplantadas para sacos plasticos (de
polietileno) de 6 L, que continham amostras do solo
de cerrado, os quais foram mantidos em casa de
vegetacdo, sob condi¢des naturais de fotoperiodo,
com monitoracdo diaria da umidade relativa e da
temperatura.

O método empregado para a inoculacao dos
rizébios nas plantas foi descrito por Gross et al.
(2002). Para inoculagao dos fungos micorrizicos
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Quadro 1. Caracteristicas quimicas e granulométrica
de amostra do solo de cerrado nao autoclavado
(NA) e autoclavado (A)

Caracteristica N&o autoclavado Autoclavado

pH CacCl: 3,9 38
M.O. (g dm-3) 17 14
P (mg dm-3) 2 2
K (mmol:. dm-3) 0,4 0,6
Ca (mmolc dm-3) 1 1
Mg (mmol. dm-3) 1 1
H + Al (mmolc dm-3) 31 28
Al (mmolc dm-3) 7,3 6,9
SB (mmol. dm-3) 2,4 2,6
CTC (mmol. dm-3) 33,4 30,6
V (%) 7 8
N (%) 0,075 0,100
B (mg dm-3) 0,58 0,73
Cu (mg dm3) 0,6 0,5
Fe (mg dm-3) 110 154
Mn (mg dm-3) 1,0 1,8
Zn (mg dm-3) 0,4 0,4
S (mg dm-3) 5 5
Areia grossa (g kg?t) 560

Areia fina (g kg) 370

Silte (g kg?) 10

Argila (g kg'?) 60

arbusculares (FMASs), foi empregado o método
descrito por Strullu & Romand (1986). Segmentos
de raizes de milho colonizadas com Glomus spp. e
Acaulospora spp. coletadas no canteiro do Jardim
Experimental do Departamento de Botanica da
UNESP, Rio Claro, foram desinfestadas na sua
superficie em etanol 95 % e banhadas, duas vezes,
em agua destilada esterilizada. Apés isto, foram
tratadas com hipoclorito de calcio a 6 % por 2 min,
novamente lavadas com 4gua destilada esterilizada
e colocadas em uma solucéo antibidtica de sulfato
de estreptomicina (200 mg L-1) durante 15 min. As
raizes desinfestadas (0,4 g) foram colocadas junto
as plantulas de angico-do-cerrado com oito dias de
idade.

O experimento consistiu dos seguintes
tratamentos, cada um com cinco repeticdes e duas
coletas (quatro e 10 meses): sem inoculacéo dos
microssimbiontes em solo autoclavado (A); sem
inoculacdo dos microssimbiontes em solo néo
autoclavado (NA); com inoculag¢do dos FMAs e
rizébios em solo autoclavado (A + F + R); inoculacéo
com fungos em solo autoclavado (A + F); inoculacédo
com rizébios em solo autoclavado (A + R).

No quarto e décimo més, as plantas foram
coletadas e avaliadas quanto a massa seca das raizes,
xilopodio e parte aérea. No décimo més, foram
analisados também os teoresde N, P, K, Ca, Mge S
dessas trés partes da planta, a percentagem de
colonizacéo das raizes e o nimero de nodulos por

planta. Os teores de nutrientes na planta foram
determinados, segundo Malavolta et al. (1989). Para
determinar a percentagem de colonizacao
micorrizica, as raizes foram clarificadas com KOH a
10 % em banho-maria a 90 °C e coradas com azul de
tripan (Phillips & Hayman, 1970). O tempo de
clarificacéo foi prolongado em virtude da extensiva
presenca de compostos fendlicos nas raizes.
Procedeu-se a avaliacéo da colonizagdo com auxilio
de estereomicroscopio, empregando-se o método de
intersecdo em placa quadriculada (Giovannetti &
Mosse, 1980).

Os resultados foram submetidos a analises de
variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5 %, utilizando o programa “SAS System for
Windows—release 6.11” (SAS, 1996). Os dados de per-
centagem de colonizag&o radicular foram previamente
submetidos a transformacao arc sen (x/100)2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que, aos quatro meses, somente as
plantas do tratamento solo A + R apresentaram
menor acumulo de biomassa total, gracas aos
menores valores de massa seca das raizes, xilopédio
e parte aérea (Figura 1). Aos 10 meses de idade, as
plantas do tratamento A + F + R apresentaram
biomassa total significativamente maior do que todos
os outros tratamentos, conseqiiéncia dos efeitos
positivos da inoculagdo concomitante dos fungos
micorrizicos e dos rizébios no desenvolvimento do
angico-do-cerrado.

Quando se analisou separadamente a produgao
de massa seca na raiz e na parte aérea, observou-se
que as plantas do solo ndo autoclavado (tratamento
NA) apresentaram os maiores valores aos 10 meses
(Figura 1b), porém nao diferiram estatisticamente
dos valores obtidos para as plantas do tratamento
A + F + R. Esses resultados evidenciam que a alta
taxa de colonizagao micorrizica e que 0 maior nimero
de noédulos (Quadro 2), propiciados pelos fungos e
rizébios nativos do solo de cerrado néo autoclavado,
influenciaram o acimulo de matéria seca das plantas
do tratamento NA. Esses resultados sdo, também,
indicio de um provavel efeito sinergistico dos
microssimbiontes nas plantas de angico-do-cerrado.

O xilopddio é um 6rgédo presente em muitas
espécies de plantas do cerrado e sua funcéo parece
estar relacionada com o armazenamento de reservas
de carboidratos (Rizzini & Heringer, 1961). As plantas
do tratamento NA apresentaram valores menores
para massa de matéria seca do xilopddio, gragas,
provavelmente, ao dreno de carboidratos desse 6rgéo
de armazenamento para os FMAs e rizobios nativos,
cujo numero foi superior, o que pode ser comprovado
pelos valores apresentados para percentagem de
micorrizagdo e nimero de nédulos (Quadro 2).
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Figura 1. Biomassa total da raiz, xilopédio e parte
aérea das plantas de angico-do-cerrado com
quatro (a) e 10 meses (b). Letras diferentes (a,
b, para biomassa total; d, e, para parte aérea;
n, o, para xilopoédio; s, t, para raiz) indicam
diferencgas significativas (p < 0,05) dentro de
cada idade das plantas. A = plantas em solo
autoclavado; NA = ndo autoclavado; (A + F + R)
= autoclavado e inoculadas com fungos
micorrizicos e rizobios; (A + F) = autoclavado
e inoculadas com fungo; (A + R) = autoclavado
e inoculadas com rizébio.

Pode-se, ainda, observar (Quadro 2), que a
nodulacdo foi significativamente maior nas plantas
do tratamento A + F + R do que nas do tratamento
A + R, podendo o fésforo absorvido e translocado
pelas micorrizas para a planta ter influenciado
positivamente o estabelecimento e a ocorréncia de
nodulos. De maneira geral, o0 nUmero de ndédulos
nas plantas do presente experimento foi maior do
gue o das plantas de idade similar no seu ambiente
natural, nas quais Cordeiro (1986) verificou valores
de 13,2 nodulos por planta.

A taxa de colonizagéo micorrizica observada para
as plantas do tratamento A + F + R nao diferiu
estatisticamente daquela encontrada para as plantas
do tratamento A + F ndo atingindo valor muito
abaixo de 11 %, relatado para a mesma espécie de
planta com quatro meses por Siqueira et al. (1998).
No entanto, a baixa taxa de coloniza¢do micorrizica
encontrada nas plantas inoculadas nos tratamentos

Quadro 2. Percentagem de colonizagcdo micorrizica
e nimero de nédulos das raizes das plantas em
solo autoclavado (A), ndo autoclavado (NA),
autoclavado e inoculadas com fungos
micorrizicos e rizébios (A + F + R), autoclavado
e inoculadas com fungo (A + F), autoclavado e
inoculadas com rizébio (A + R)

Tratamento % de colonizagdo® N° de nédulo®
A 0 0
NA 78a 57a
A+F+R 9b 48a
A+F 4b 0
A+R 0 19b

@ Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem esta-
tisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5 %.

com solo autoclavado pode ter sido devida a pouca
eficacia da inoculacéo aplicada ou mesmo a certa
incompatibilidade entre os FMASs provindos da raiz
de milho e do angico-do-cerrado. Essa baixa taxa de
colonizacdo micorrizica nas plantas inoculadas
contrasta com a alta taxa observada nas plantas do
tratamento NA.

Como as plantas deste tratamento estavam
micorrizadas por FMAs nativos, foi interessante
realizar levantamento dessas espécies do solo de
cerrado ndo autoclavado utilizado no presente
experimento. Foram identificados esporos das
espécies Glomus microaggregatum, Glomus
etunicatum, Glomus sp., Enthrophospora sp.,
Gigaspora sp. Duas espécies de Acaulospora.
estavam presentes nesse solo. A ocorréncia de
24 espécies de FMAs foi relatada por Bononi &
Trufem (1983) quando realizaram um extensivo
levantamento em solos de cerrado da reserva
biolégica de Moji-Guagu. A auséncia de colonizacéo
fingica e de nddulos nas plantas néo inoculadas e
cultivadas em solo autoclavado indica que n&o houve
contaminacéo e que o processo de autoclavagem foi
eficiente na eliminagdo de propagulos micorrizicos
e das populaces de rizobios do solo.

Foram observados efeitos positivos da inoculagéo
dos rizébios e FMAs nos teores de nutrientes da parte
aérea e xilopdédio, porém pouco expressivos
(Quadro 3). A influéncia dos rizobios com relacéo
ao aumento no teor de N foi notada no xilopédio das
plantas do tratamento A + R, tendo sido observados
maiores valores para esse nutriente na sua parte
aérea e nas suas raizes. O pequeno desenvolvimento
das plantas desse tratamento (Figura 1b)
possivelmente influenciou a concentracao de N
observada. Entretanto, esses valores foram bastante
préximos aos das plantas do tratamento com solo
autoclavado, indicativo da baixa eficiéncia no
processo de fixagdo bioldgica do N por parte dos
isolados de rizébio.
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Analisando a influéncia da inoculagao dos fungos
micorrizicos nas plantas, verificou-se que os teores
de P nao diferiram significativamente tanto para
parte aérea quanto para o xilopddio e os valores para
raizes nao diferiram (Quadro 3) entre os
tratamentos, considerando a baixa taxa de
colonizacdo das raizes (Quadro 2) e, ou, que as
espécies de FMAs que colonizaram as raizes foram
pouco eficientes na solubilizac&o e absorcéo de P.

Observou-se, entretanto, um aumento significativo
no teor de P na parte aérea e xilopddio das plantas
do tratamento NA n&o inoculadas. Isso pode ser
explicado pela extensiva presenca de micorrizas
(78 % de colonizacéo das raizes para essas plantas),
as quais foram formadas pelos FMAs nativos
presentes no solo de cerrado ndo autoclavado. O
maior teor de P para as plantas deste tratamento
poderia acarretar um beneficio nutricional geral, o
que explicaria a maior absor¢do e as conseqientes
diferencas significativas encontradas para teor K na
parte aérea e teores Ca e S no xilopddio dessas
plantas.

Recomenda-se certo cuidado ao tentar explicar
essas diferencas de teores de nutrientes encontradas,
em virtude da variacdo intra-especifica na
concentracdo de alguns elementos que é quase

sempre igual ou mesmo superior a variacao

interespecifica (Grimshaw & Allen, 1987; Ohlson,
1988; Thompson et al., 1997). Devem-se levar em
conta também os sinergismos e antagonismos entre
os nutrientes (Marschner, 1986), bem como devem-
se considerar as correlacdes entre diferentes
nutrientes que podem ser encontradas em diferentes
espécies de plantas. Assim, por exemplo, Alonso &
Herrera (2001), estudando populac¢des de Prunus
mahaleb, encontraram uma consistente correlacéo
positiva entre Ca e Mg, porém nédo a encontraram
entre N e P, elementos que geralmente apresentam
correlagao positiva (Thompson et al., 1997).

As plantas respondem diferentemente a
deficiéncia ou baixa disponibilidade de nutrientes
do ambiente e apresentam diferentes necessidades
fisiolégicas que causam diversidades no seu
metabolismo e constitui¢do (Chapin, 1980). Apesar
dessa variagdo na concentragdo de nutrientes do solo,
as plantas de ambientes adversos apresentam
valores mais consistentes na concentragdo desses
elementos nos tecidos, sendo também uma estratégia
conservativa no uso desses recursos (Valladares et
al., 2000). Este comportamento parece ocorrer com
angico-do-cerrado, como pode ser evidenciado pelos
resultados obtidos no presente experimento, os quais
concordam com os obtidos por Carneiro et al. (1996)
e Siqueira et al. (1998) em que os valores

Quadro 3. Teores de nutriente na parte aérea, xilopédio e raiz das plantas em solo autoclavado (A), ndo
autoclavado (NA), autoclavado e inoculadas com fungos micorrizicos e rizobios (A + F + R),
autoclavado e inoculadas com fungos micorrizicos (A + F), autoclavado e inoculadas com rizébio
(A + R). Médias de cinco repeti¢cOes para a parte aérea e xilopddio. Para as raizes médias de trés
repeticoes para plantas dos tratamentos NA e A + F + R, médias de duas repeticdes para os tratamentos
A e A+ F, evalor Unico obtido para o tratamento A + R

Tratamento N P K Ca Mg S
mg kg-?

Parte aérea A 20,0a 0,70b 9,94a 14,0a 1,06a 1,06a
NA 17,7a 1,48a 10,30a 12,3a 1,60a 1,82a
A+F+R 16,8a 0,74b 8,68ab 16,5a 1,26a 1,12a
A+F 18,5a 0,80b 8,74ab 13,8a 0,98a 1,86a
A+R 21,1a 0,62b 6,94b 13,4a 1,08a 1,30a
C.V. (%) 13,08 19,19 10,66 20,73 27,65 28,63

Xilopd6dio A 18,3ab 0,34b 7,66a 4,60ab 1,22a 1,88b
NA 9,5¢ 2,70a 6,20a 5,30a 1,93a 2,76a
A+F+R 15,5b 0,34b 6,64a 3,48b 0,92a 1,00c
A+F 17,6b 0,32b 6,50a 3,94ab 1,14a 1,42bc
A+ R 21,7a 0,32b 6,36a 4,32ab 1,14a 1,60b
C.V. (%) 16,43 12,21 12,98 18,15 17,20 18,16

Raiz® A 11,5 0,65 9,15 4,40 2,85 2,60
NA 10,5 1,00 6,80 4,80 1,90 2,53
A+F+R 10,5 0,57 7,17 5,07 3,00 2,07
A+F 13,0 0,55 10,00 6,60 3,15 3,45
A+ R 14,0 0,60 6,80 4,60 2,20 2,40

@) Médias seguidas de letras diferentes na vertical para cada parte da planta (xilopédio e parte aérea) diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5 %. ® Considerando a falta de repetiges para os teores de nutrientes das raizes do tratamento A + R,

ndo foram realizadas comparag¢des por meio de testes estatisticos.
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apresentados para concentracdo de P, K, Mg, Cae S
na parte aérea nao diferem significativamente entre
os tratamentos-controle, inoculacdo com FMAS,
adicdo de superfosfato simples e aplica¢éo conjunta
de FMAs e superfosfato simples.

As plantas de angico-do-cerrado do presente
experimento ndo apresentaram sintoma aparente
de deficiéncia nutricional, apesar da baixa
concentragéo dos nutrientes no solo utilizado, isso
por estarem adaptadas as condicfes edaficas, em
geral alicas, do cerrado. Em populagdes de Prunus
mabhaleb, a variacdo ambiental na disponibilidade
de nutrientes favorece a plasticidade ao invés da
especializacéo genética, e a habilidade das plantas
se desenvolverem tanto em locais de alta como de
baixa concentracdo em nutrientes parece ser um
aspecto importante na adaptacédo do individuo ao
ambiente (Alonso & Herrera, 2001). Em angico-do-
cerrado, a plasticidade no crescimento e desenvol-
vimento dessa espécie, assim como sua boa resposta
a adubacdo mineral, pode ser comprovada,
comparando a producédo de biomassa das plantas do
tratamento NA nesse experimento (2,36 g aos
10 meses) com a das plantas da mesma idade que
receberam adubac&o completa em substrato de areia
e vermiculita do experimento realizado por Gross et
al. (2002), que tiveram uma producdo de biomassa
de aproximadamente 15 g.

CONCLUSOES

1. Alinoculagéo concomitante de FMAs e rizébios
incrementou a producéo de biomassa nas plantas
de angico-do-cerrado.

2. Plantas cultivadas em solo de cerrado néo
autoclavado apresentaram alta taxa de colonizacéo
fangica nas suas raizes, influenciando positivamente
os teores de P dessas plantas.

3. As plantas inoculadas apenas com rizobio, apesar
de seu pequeno desenvolvimento, apresentaram maior
teor de N no xilopddio.

4. Angico-do-cerrado mostrou grande plasticidade
com relagédo ao crescimento em substratos com
diferentes disponibilidades de nutrientes, o que pode
ser um aspecto importante na sua adaptacgdo ao
ambiente.
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