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RESUMO

No contexto do desmatamento ocorrido ao longo dos anos no Estado do Parana
com a perda drastica da cobertura vegetal nativa e a crescente demanda por
projetos de recuperagdo da mata ciliar, o estudo do Schizolobium parahyba
(guapuruvu) para avaliar o seu potencial como fonte de madeira e de cobertura
vegetal incrementar seu uso por ser uma espécie arbérea nativa da mata atlantica
de rapido crescimento. O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de inoculantes
microbianos que promovam o crescimento do guapuruvu em substituicdo ao adubo
quimico. Como inoculantes foram utilizados 10 g de in6culo bruto do fungo
micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum e como fixador de N, 1 mL de
suspensdo de 10’ UFC de uma cepa de Rhizobium sp. No controle positivo foi
aplicado 100 g por cova de adubo quimico formulado NPK 20-5-20. O experimento
foi conduzido em condicdo de campo, na estacdo experimental do IAPAR no
municipio de Xambré, PR. O delineamento experimental foi de blocos completos
casualizados com cinco repeti¢cdes e oito tratamentos (n = 800). A altura das plantas
foi avaliada aos 30, 60, 120 180 e 240 dias. Os dados foram submetidos a ANOVA e
as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Aos 30 dias as plantas nao
inoculadas com fungo MA apresentaram um maior crescimento quando comparadas
com as inoculadas. O rizdbio e a micorriza ndo apresentaram efeito no crescimento
das plantas. A alta concentragdo de P presente no solo pode ter influenciado
negativamente o estabelecimento da simbiose com o FMA. Aos 60, 120, 180 e 240
dias, o guapuruvu respondeu significativamente ao tratamento com adubo em
comparagao com as plantas inoculadas. A sobrevivéncia foi maior no tratamento
com adubo. Estes resultados demonstram que nos estadios iniciais a inoculagao
com microrganismos mostra-se pouco eficiente principalmente em plantas arboreas
nativas do grupo sucessional das pioneiras que apresentam uma alta taxa de
crescimento como € o caso do guapuruvu quando cultivada em area de pastagem
com Brachiaria decumbens.

Palavras-chave: Micorriza arbuscular. Rhizobium. Schizolobium. Glomus.
Inoculante microbiano.
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ABSTRACT

In the context of deforestation occurred in the last decades in the Parana state,
where occurred a drastic loss of native vegetation, and now increasing demand a
project of restoration of riparian forest. Schizolobium parahyba (guapuruvu) has a
potential to be used as a source of wood and revegetation progam. S. parahyba is a
native tree from Atlantic forest, that grow fast. The aim of this research was to
develop microbial inoculants that promote the growth of guapuruvu replacing a
chemical fertilizer. The plants were inoculated with 10 g of arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) Glomus clarum and 1 mL of cell suspension (10’ CFU/mL) of Rhizobium
sp. and was considered as positive control 100 g of chemical fertilizer formula NPK
20-05-20 per plant. The experiment was carried out in field conditions, at the
experimental station of IAPAR in municipality of Xambre, PR, Brazil. The
experimental design was randomized complete blocks with five replications and eight
treatments (n = 800). Plant height was measured at 30, 60, 120 180 and 240 days
after planted. The results were analyzed by ANOVA and the Tukey test (p <0.05). At
30 days the plants not inoculated with AM fungi showed a higher growth when
compared with inoculated. The rhizobia and mycorrhiza showed no effect on plant
growth. The high concentration of P in soil may have negatively influenced the
establishment of symbiosis with AMF. At 60, 120, 180 and 240 days, the fertilizer
treatment increased plant growth when compared with inoculated plants. Survival
was highest in the fertilizer treatment. These results demonstrated that in the early
stages of growth, inoculation with microorganisms appeared to be not efficient
especially in native woody plants of the successional group of pioneers that have a
high rate of growth like the guapuruvu when cultivated in pasture area with Brachiaria
decumbens.

Keywords: Arbuscular mycorrhiza. Rhizobium. Schizolobium. Glomus. Microbial
inoculant.
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1 INTRODUGCAO

Os indices de desmatamento do Estado do Parana indicam uma
situacado de perda drastica de cobertura florestal do inicio do século passado até a
atualidade, onde se registram apenas 10,65% de remanescentes florestais
(Fundagao SOS Mata Atlantica, 2011). Diante deste contexto, surge a necessidade
de se recuperar tais areas degradadas (IPARDES, 2010).

Na proposicdo de recuperacao de uma area esta o retorno, mais
rapido possivel, da fitofisionomia florestal para a referida area. Com isso a
revegetacdo tornou-se sinbnimo de recuperagdo de areas degradadas. Esta,
normalmente, é feita diretamente com espécie (s) de habito arbdéreo (Silva; Reis,
2000).

Neste contexto, o estudo do Schizolobium parahyba, popularmente
chamado de guapuruvu, podera contribuir no aumento da cobertura vegetal da
regido, pelo uso em projetos de recuperagao de areas degradadas, por ser uma
espécie arborea de rapido crescimento nativa da mata atlantica. Além disso, suas
caracteristicas vao ao encontro dos anseios de ambientalistas e agricultores, que
buscam alternativas de espécies florestais nativas que possam ser utilizadas em
projetos de reflorestamento, sustentaveis ambientalmente, para o fornecimento de
matéria-prima a industria madeireira.

O uso da inoculagéo de microrganismos promotores de crescimento
vai ao encontro de inovagdes tecnologicas aplicadas ao sistema de produgao
silvicultural que se tem utilizado de microrganismos fixadores de nitrogénio e fungos
micorrizicos arbusculares para melhorar o processo de produgéo florestal (Siqueira;
Moreira, 1996; Schiavo; Martins, 2003; Siviero et al., 2008).

Nao ha estudos sobre a viabilidade comercial do guapuruvu, fato
que limita o numero de produtores que se interessam pela cultura. O presente
projeto procura gerar tecnologia barata e de facil acesso para os produtores rurais
através do uso de microrganismos como biofertilizantes. Esta tecnologia podera
gerar um aumento na produtividade de sua madeira, podendo diminuir o tempo de
corte, produzir arvores mais sadias e reduzir a mortalidade no campo. Podera além
de viabilizar sua produgédo em escala comercial ou em projetos de recuperacao de

areas degradadas, promover a diminuicdo de pressdes sobre as areas de florestas



nativas da regiao, inclusive com uso em cultivos destinados a projetos de sequestro
de carbono atmosférico.

Muitas industrias madeireiras tém investido em espécies de rapido
crescimento e elevado valor comercial. Dentre as inumeras espécies
economicamente viaveis destacam-se as do género Schizolobium, incluindo o
guapuruvu e o parica. O experimento desenvolvido no Para por Siviero et al.(2008)
com Schizolobium parahyba var. amazonicum (parica) em associagdao com fungos
micorrizicos arbusculares e bactérias fixadoras de nitrogénio foi um sucesso, uma
vez que a presenga de microrganismos mostrou diferengas significativas quando
comparada com plantas nao inoculadas.

Espera-se que os resultados possam se refletir na reducdo dos
custos de producdo e aumento da qualidade da madeira do guapuruvu, podendo
promover indicativos de precocidade na etapa de produgcdo, com maiores indices de
sobrevivéncia e desenvolvimento, em altura e didmetro do tronco da planta. O seu
plantio em escala podera promover o estimulo do seu cultivo na regido para o uso
comercial em projetos silviculturais, constituindo-se numa fonte alternativa de

geracgao de renda e enriquecimento de fragmentos florestais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AREAS DEGRADADAS E REFLORESTAMENTO

Segundo Madella (2004), area degradada refere-se a alteragdes de
um ecossistema natural caracterizada por perdas ou excessos de materiais no
ambiente. Conforme o mesmo autor, uma area perturbada pode ser recuperada sob
acao antropica ou natural, sendo que nesta ultima ha necessidade de, na area,
haver fragmentos da mata original. A preocupagdo em recuperar areas degradadas
esta ligada a fatores como a recomposi¢ao da paisagem, a conservagao de recursos
hidricos, a fixagao e a conservagao da fauna e da flora, a preservacéo de encostas,
a contengdo da erosdo, a prevencado de assoreamento dos cursos d’agua e o
cumprimento da legislagdo ambiental vigente (Gluftke, 1999). Barbosa; Martins
(2004) afirmam que para o sucesso de um processo de recuperacdo deve-se
priorizar as espécies locais, pois estas ja se encontram adaptadas ao ambiente,
além de garantir a conservagéo da biodiversidade da regido.

No Estado do Parana, o processo de ocupacao territorial
desordenado resultou em significativas perdas de biodiversidade. Estima-se que, de
um numero aproximado de 7.000 espécies vegetais ocorrentes no estado, cerca de
70% (5.000) tém hoje seus ambientes alterados a ponto de colocar em risco os
processos de interagao ecossistémica. A Lista Vermelha de Plantas Ameacadas de
Extincdo no Estado do Parana relaciona 593 espécies consideradas em situagao
critica (SEMA, 1995).

Um acompanhamento dos indices de desmatamento do Estado do
Parana indica uma situacao de perda drastica do inicio do século passado até o ano
de 1980, quando se registrou somente 15% de area com cobertura vegetal nativa.
Desta época até 2002, com uma porcentagem de 11,70%, o Parana ainda perdeu
areas de florestas e campos naturais. No levantamento de 2010 da cobertura
vegetal do Parana (Fundagdo SOS Mata Atlantica, 2011) a area de remanescentes
florestais € de 10,65%. Apesar de alguns desmatamentos recentes, vem ocorrendo
uma tendéncia a reflorestamentos com espécies nativas e recuperacdo de areas
desmatadas (IPARDES, 2010).

Geralmente a transformagdo da cobertura vegetal ocorre pelo

processo de colonizagao da regidao, no conflito do uso da terra entre a floresta e a
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agropecuaria. O norte do Estado do Parana, por exemplo, sofreu intensa
transformacdo em sua paisagem devido as atividades agropecuarias (Fajardo,
2007).

Devido ao aumento da necessidade da preservacdao ambiental,
aliado ao avanco das leis que disciplinam a acdo antropica sobre as florestas de
protecdo, ha crescente interesse em programas de revegetacdao de areas
degradadas, o que demanda conhecimentos técnico-cientificos pelos potenciais
executores desses programas (Requena et al., 2001).

A necessidade de recuperar areas degradadas exige procedimentos
técnicos e economicamente viaveis, como 0 emprego de espécies arboreas nativas
de crescimento rapido (pioneiras), de grande potencial para tal finalidade por
apresentarem alta capacidade de absorver nutrientes, rapido crescimento e
imobilizacdo de carbono e nutrientes na fitomassa, evitando a sua transferéncia para
fora do sistema e facilitando o reestabelecimento da ciclagem de C e nutrientes no
sistema solo-planta. No Brasil, a revegetagdo com espécies arbdreas nativas é
pequena comparada ao uso de espécies exodticas de interesse econdmico, como 0
eucalipto, em parte por causa da falta de conhecimento sobre as espécies nativas
em plantios artificiais, falta de tecnologia na implantacéo de areas extensas e custo
das mudas (Flores-Aylas et al., 2003).

O reflorestamento ou recomposicao floristica de areas desmatadas
com espécies nativas é de grande importancia para reduzir o impacto ambiental e
conservar a biodiversidade. O conhecimento das exigéncias nutricionais e das
relacbes ecologicas das espécies facilita o desenvolvimento de tecnologias, a
obtencdo de mudas sadias, destinadas a programas de formagdo de mata, bem
como a utilizagdo econémica das espécies nativas para diversos fins (Gongalves et
al, 1992). As leguminosas de cobertura apresentam um enorme potencial de
reabilitacdo de areas degradadas, além da conservagao e melhoria da fertilidade
(Alvino-Rayol et al, 2011). A espécie S. parahyba apresenta papel de destaque em
programas de reflorestamento para areas degradadas, devido principalmente ao seu
crescimento rapido no campo, podendo atingir dez metros de altura no periodo de
dois anos (Pietrobom; Oliveira, 2004). A espécie S. parahyba var. amazonicum
(Huber ex Ducke) Barneby (Lewis, 2010) , popularmente conhecida como parica, é
altamente valorizada pelas empresas madeireiras da regido norte e nordeste do

Brasil principalmente nos Estados do Para e Maranhao. Esta arvore leguminosa tem
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sido replantada em sistemas agroflorestais em areas que foram desmatados de
florestas tropicais primarias nos anos de 1970 e 1980 para formacao de pastagens
(Siviero et al, 2008).

2.2 DESCRIGCAO DE SCHIZOLOBIUM PARAHYBA (GUAPURUVU)

2.2.1 Taxonomia e Nomenclatura

De acordo com o Sistema de Classificagcdo de Cronquist (1981), a

posicao taxondmica de Schizolobium parahyba obedece a seguinte hierarquia:

Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)

Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae)

Ordem: Fabales

Familia: Caesalpiniaceae (Leguminosae Caesalpinoideae)
Género: Schizolobium

Espécie: Schizolobium parahyba (Velloso) S. F. Blake var. parahyba (Lewis, 2010).

2.2.2 Descrigao Botéanica

Segundo Backes et al. (2002) o guapuruvu estd presente na
paisagem da Mata Atlantica, ao longo do litoral, com seu porte majestoso, seus
longos troncos verdes, copas em guarda-chuva e sua intensa floragdo amarela.
Espécie apicola e pioneira com uso principal em paisagismo.

Forma bioldgica: arvore semicaducifélia, com 10 a 40 m de altura e
30 a 120 cm de DAP, na idade adulta.

Tronco: cilindrico, marcado por cicatrizes da afixacdo das folhas,
podendo apresentar sapopemas. Fuste com até 15 m de comprimento.

Ramificac&o: cimosa. Copa muito ampla, umbeliforme caracteristica.

Casca: com espessura de até 5 mm. A casca externa é quase lisa,
cinzenta quando adulta e verde quando jovem, provida de marcas conspicuas
transversais ovaladas, em relevo, deixadas pela queda das folhas, e com presenga

de lenticelas. A casca interna é esbranquicada, com textura fibrosa.
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Folhas: alternas, compostas, de até 1 m de comprimento, bipinadas,
com até 22 pares de pinas e peciolo de até 15 cm.

Flores: grandes, vistosas, de pétalas vivamente amarelas, reunidas
em racemos terminais de até 30 cm de comprimento.

Fruto: criptosdmara deiscente, obovado-oblongo, séssil achatado,
glabro, coriaceo ou sublenhoso, de coloracdo bege a marrom, quando
completamente maduro e esverdeado quando imaturo, bivalvado, com valvas
espatuladas, delgadas, lisas ou rugosas por fora e reticuladas na face interna,
lembrando minuscula raquete de ténis, com 8,5 a 16 cm de comprimento e 3 a 6 cm
de largura. Na maturidade, as valvas se abrem, liberando a semente envolta pelo
meso-endocarpo alado (Oliveira; Pereira,1984). Contém geralmente uma ou duas
sementes.

Semente: lisa, brilhante, oblonga-achatada, com tegumento duro,
geralmente solitaria, apical, envolvida por envelope papiraceo de endocarpo (asa
grande), medindo 2 a 3 cm de comprimento e 1,5 a 2 cm de largura.

Na parte basal-lateral, encontram-se o hilo, a micrépila, um pequeno
estrofiolo e a rafe. As sementes, semelhantes a fichas, justificam o nome popular

ficheira atribuido a arvore, em certas regides do pais (Marchiori, 1997).

2.2.3 Aspectos Ecolégicos

Segundo Carvalho (2003), o guapuruvu é uma espécie helidfila, que
ocorre naturalmente desde a Bahia até o Rio Grande do Sul, comum em vegetacéo
secundaria, especialmente em florestas de galeria, e com bom potencial para uso na
recuperagao de matas ciliares, em locais nao sujeitos a inundagao. Possivelmente,
S. parahyba é uma das esséncias florestais de mais rapido crescimento nas regides

sudeste e sul do Brasil (Callado; Guimaraes, 2010).

2.2.4 Importancia Econémica

Uma das importancias da produgdo do guapuruvu para uso
econdmico € a sua utilizagdo como madeira para uso industrial. Richter et al. (1974)
publicaram um estudo tecnolégico sobre a espécie, no qual destacaram algumas

caracteristicas da madeira, como a alta durabilidade e baixa suscetibilidade ao
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ataque de insetos, o que favorece a fabricagdo de tabuas para assoalho e caixas.
Segundo Carvalho (2003) a madeira pode ser empregada na construcao civil e para
caixotaria em geral.

Segundo Costa (2002), o guapuruvu também apresenta densidade
lenhosa compativel a exigida para fabricagdo de chapas de particulas “strand™ e
maravalhas que poderia viabilizar a produ¢cdao de OSB (Oriented Strand Board),
composto por pequenas lascas de madeira orientadas segundo uma determinada
diregdo, pelo seu rapido crescimento, além da importancia do descobrimento de
matérias-primas alternativas.

Segundo Lorenzi (1992), a espécie é vista como fonte promissora de
pasta para celulose, a madeira € bastante utilizada na confecgao de painéis, portas,
brinquedos e caixas; para Junior e Belini (2002) a madeira de guapuruvu tem
potencial para produgdo de laminas compensados. O compensado de guapuruvu

tem potencial para uso em moéveis, embalagens e caixotaria.

2.2.5 Importancia Ambiental do Guapuruvu

A fragmentacao da paisagem florestal € um dos grandes problemas
ambientais causados pelo processo de colonizagdo e produgdo agropecuaria no
Estado do Parana (Fajardo, 2007).

Segundo Saunders et al. (1991), a paisagem herdada do processo
desenvolvimentista produziu um padréo de fragmentagao que se repete em varias
partes do mundo, e também no Parana, composta por areas de vegetacdo nativa
com remanescentes isolados dos mais diversos tamanhos, formatos e localizacao,
cercadas por lavouras ou outros usos como areas urbanizadas, estradas, lagos, etc.

Entretanto, para Ferreira et al. (2007), vastas areas sob dominio da
Mata Atlantica se encontram subutilizadas. Algumas ocupadas por pastagens pouco
produtivas, que favorecem, em especial, a degradagcdo dos recursos edaficos e
hidricos. Estas areas necessitam de uma acéo silvicultural com esséncias florestais
nativas da mata atlantica, com espécies adaptadas as condi¢gbes atuais de tais
sitios, como €& o caso do guapuruvu, que poderia servir como uma alternativa

florestal para a regido, com beneficios ecolégicos, econdmicos e sociais.
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2.2.6 Reflorestamento Comercial de S. parahyba

O cultivo do guapuruvu possibilitaria agir contra o cenario de
desmatamento que reduziu a area de ricos habitats em biodiversidade, uma vez que
a espécie desempenha papel de destaque em programas para o reflorestamento
misto de areas degradadas visando a preservagdo permanente, devido,
principalmente, ao seu rapido crescimento no campo, podendo atingir dez metros de
altura no periodo de dois anos Lorenzi (1992). O guapuruvu tem sido utilizado na
restauracdo da Mata Atlantica e indicado para restauracao florestal (Sereda et al.,
2008).

2.3 MICRORGANISMOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

No solo ha varias espécies de microrganismos compondo a
comunidade microbiana que agem nos ciclos biogeoquimicos e sdo importantes
para a fertilidade do solo e crescimento das plantas (Andrade, 2004). Os ciclos
biogeoquimicos sofrem interferéncias pela agdo dos microrganismos nos diferentes
tipos de solo que podem, também, mudar a diversidade biologica e a eficiéncia de
um ecossistema (Matsumoto et al., 2004).

O efeito de inoculantes de populagdes bacterianas e fungicas na
rizosfera é decisivo para maximizar a disponibilidade de nutrientes das plantas, uma
vez que a comunidade microbiana do solo na rizosfera desempenha um papel
fundamental na nutricdo das plantas (Marin et al., 2010).

As estratégias utilizadas para promover o crescimento de plantas de
interesse comercial para o reflorestamento sdo variadas. Uma das tecnologias, por
exemplo, trata da exploragdo da simbiose micorrizica através da inoculagdo das
plantas com fungos capazes de promover o crescimento vegetal (Souza et al.,
2006). Existem bactérias de vida livre no solo que também promovem o crescimento
de plantas, sendo denominadas de rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas (do inglés, PGPR) (Artusoon et al., 2006). A inoculagao de leguminosas com
rizobio ou outra bactéria promotora do crescimento da planta e um fungo micorrizico
arbuscular podem aumentar o crescimento das plantas (Abd-Alla et al., 2000).

A relagdo entre plantas e microrganismos € discutida no campo

cientifico como uma alternativa para o entendimento dos mecanismos moleculares e
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simbidticos, fornecendo subsidios visando ao aumento da producdo agricola e a

diminuicao do uso de fertilizantes e/ou defensivos nas culturas.

2.3.1 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)

O termo micorriza foi de inicio, proposto pelo botanico alemao Albert
Bernard Frank, em 1885, originado do grego em que “mico” significa fungo e “riza”
raizes (Souza et al., 2006). Cerca de 90% das plantas terrestres formam
associacdes micorrizicas, as quais foram estabelecidas ha mais de 400 milhdes de
anos e hoje sao encontradas em quase todos os habitats no mundo (Kistner;
Parrniske, 2002).

Micorrizas sao associagdes mutualistas entre certos fungos do solo
e as raizes absorventes das maiorias das espécies vegetais. Existem varios tipos de
micorrizas, sendo as ectomicorrizas e as endomicorrizas do tipo arbuscular (MAs) as
de maior importéncia (Siqueira, 1994). As ectomicorrizas s&o caracterizadas pelo
crescimento intercelular, formando um manto de hifas ao redor da raiz, enquanto
que as micorrizas arbusculares (endomicorrizas) possuem um crescimento inter e
intracelular no cortex da raiz (Bertolazi et al., 2010).

A simbiose com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) aumenta a
area de absorgao da raiz, potencializando essa absor¢cao. Um menor didmetro das
hifas permite que pequenos poros de solo sejam explorados e mais nutrientes sejam
absorvidos. Plantas deficientes em P aumentam a exsudacéo radicular, promovendo
assim, a proliferagdo das hifas e um aumento na colonizagdo por fungos MA
(Zangaro et al., 2007). As hifas externas de fungos MA se estendem além dos limites
da rizosfera melhorando a capacidade da planta de explorar o P do solo. Algumas
bactérias podem estimular a ramificagdo das hifas e, consequentemente, a
quantidade de micélio infectante. Os esporos dos FMA podem ser colonizados por
outros microrganismos tais como bactérias diazotréficas. Tanto FMAs quanto
bactérias diazotréficas podem alterar as caracteristicas morfolégicas da raiz
(Miyauchi et al, 2008). Uma vez que a atividade microbiana no solo é estimulada por
exsudatos de raiz, a colonizagdo das raizes por fungos MA pode alterar o
crescimento bacteriano pela mudanga dos padrdes de exsudagéo. Os fungos podem

promover o crescimento bacteriano diretamente no solo, por exsudacdo de
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nutrientes transferidos das raizes para microrregides do solo que ndo estado
acessiveis as raizes (Andrade et al., 1998).

Os fungos MA sdo amplamente disseminados e podem representar
o estado natural da maioria das espécies de plantas tropicais, especialmente em
grupos de sucessao, como pioneiras e secundaria inicial. Além disso, as
leguminosas podem estabelecer simbiose mutua com os fungos MA que pode
resultar em transferéncia reciproca de P do fungo para a planta em troca de carbono
da planta para o fungo e melhor crescimento das leguminosas lenhosas tropicais
(Zangaro et al., 2003). Zangaro (2000) e Matsumoto (2004) afirmam que a
dependéncia micorrizica de acordo com 0s grupos sucessionais diminui na seguinte
ordem: pioneiras, secundarias iniciais, secundarias tardias, climax.

Os fungos micorrizicos obtém o carbono a partir das secrecdes
radiculares, captando os minerais presentes no solo. Os fungos MA produzem
substancias que promovem o crescimento das plantas, induzindo alteragcdes
morfologicas nas raizes e estimulando a formagao do estado de micorriza. O efeito
benéfico que o fungo confere a planta € observado em solos pobres, onde apenas
as plantas providas de micorrizas sobrevivem. As plantas contendo micorrizas
apresentam vantagens competitivas por possuirem maior poder de absorg¢ao
nutricional decorrente da maior area superficial fornecida pelo micélio fungico. Além
de auxiliar as plantas na absorcdo de nutrientes, as micorrizas também
desempenham um importante papel no controle da diversidade vegetal (Souza et al.,
2006).

A colonizagao radicular e a resposta do hospedeiro a inoculagao
com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) dependem da interagdo do sistema
simbionte e as mais variadas condicdes, tais como: as caracteristicas do solo e a
fase de desenvolvimento do hospedeiro. A disponibilidade de P é o fator edafico que
mais afeta as micorrizas arbusculares, havendo uma relagdo inversa com a
dependéncia micorrizica (Nogueira; Cardoso, 2000; Cardoso-Filho et al., 2008).

A associagado das plantas arbdéreas com fixadores de nitrogénio e
fungos MA que aumentam a capacidade de absor¢cao de minerais impulsiona o
desenvolvimento das plantas, criando condi¢cdes no solo para o estabelecimento dos
grupos sucessionais. As pioneiras sdo extremamente dependentes da associagéo
com fungos MA, praticamente nao crescendo na auséncia destes fungos. A

dependéncia desaparece nos demais grupos sucessionais, sugerindo que em
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programas de revegetacao as espécies pioneiras devam ser inoculadas com fungos
MA para se acelerar o processo de recuperagao da cobertura vegetal (Zangaro et
al., 2000; Zangaro et al., 2003; Zangaro et al., 2007).

Os FMAs além de aumentar a absorgao de agua e nutrientes pela
planta também aumentam a tolerancia de plantas a estresses ambientais e culturais
e desempenham um papel importante na interface da rizosfera. Aumentam o
crescimento da planta, estimulam a atividade microbiana especifica e induzem a
sintese de enzimas oxidativas que aumentam a degradacéo de poluentes, podendo
contribuir para o desempenho da planta (Hernandéz-Ortega et al, 2011). Estes
fungos influenciam varios ciclos biogeoquimicos do solo: (1) o ciclo do carbono,
devido a alteragdes no fluxo de compostos de carbono a partir de exsudatos, (2) o
ciclo do fésforo, devido ao estimulo da atividade de bactérias de solubilizacdo de
fésforo e absorgao de fosforo soluvel pela planta, (3) o ciclo de nitrogénio devido ao
estimulo para fixacdo simbidtica e ndo-simbidtica de fixagdo e para o processo de
amonificacdo da rizosfera, (4) o ciclo do enxofre também é influenciado por
alteracbes na oxidacao de enxofre autotréfico e redugao do sulfato das populacdes
de bactérias (Andrade, 2004).

O fungo micorrizico arbuscular usado neste trabalho, Glomus
clarum, € um inoculante do solo comum na agricultura e horticultura. Os esporos de
Glomus clarum se formam isolados ou agrupados no solo, frequentemente também
sao formados dentro das raizes. Sua coloracdo varia de branco amarelado a um
amarelo-marrom. Possuem forma globosa a subglobosa. O tamanho varia de 100 a
202 pm. A parede do esporo € composta por trés camadas que se unem
estreitamente entre si. A caracteristica tipica desta espécie € a coloragao amarelada
da camada mais interna do esporo com um conteudo de glébulos lipidicos de

tamanhos variados envolto por um halo transparente (Nicolson; Shenck, 1979).

2.3.2 Rizobactérias Diazotroficas

A maioria dos organismos e microrganismos exige formas
combinadas de nitrogénio para incorporar em sua biomassa celular, mas a
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico é restrita a um numero limitado de

bactérias e associagbes simbidticas. A fixagcdo de nitrogénio atmosférico € um

processo fundamental para a manutengédo da biosfera. A nitrogenase € o complexo
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enzimatico responsavel pela fixagdo de nitrogénio que requer grandes quantidades
de energia para sua atividade. A fixacdo biolégica nao-simbiodtica de nitrogénio é
realizada por alguns géneros de bactérias de vida livre que estdo associadas com a
rizosfera da planta. A associagado simbiotica de microrganismos e legumes é a mais
eficaz em termos de quantidade de nitrogénio fixado. A quantidade de nitrogénio
fixado por ano por esses grupos de microrganismos € muito maior do que a dos
fixadores de vida livre. A fixagdo biolégica de nitrogénio € muito importante na
introdugdo de moléculas de NH3" na rizosfera (fixadores de N de vida livre) ou em
plantas (fixadores de N simbidticos). Essas moléculas fixadas podem ser
transformadas em NO; ou usadas na biossintese de aminoacidos que quando
polimerizados irdo formar as proteinas celulares e também como aceptoras finais de
elétrons em alguns grupos de bactérias anaerdbicas facultativas (Andrade, 2004).

Muitas plantas podem se beneficiar das atividades de bactérias da
rizosfera, como solubilizagdo de minerais, fixagdo do N, produgdao de hormdnios de
promogao do crescimento e repressdo competitiva de patdogenos (Andrade et al.,
1997). Alem disso, as bactérias diazotréficas também podem auxiliar na nutricdo
nitrogenada das culturas por meio de diversos mecanismos, como 0 aumento do
processo da redugao assimilatoria de nitrato disponivel no solo e alteragdo da
morfologia das raizes, o que possibilita a exploragdo de maior volume de solo (Sala
et al.,, 2007). Alguns desses microrganismos sao bactérias chamadas de
rizobactérias promotoras do crescimento da planta (PGPR — Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) e sdo capazes de estimular o crescimento da planta, principalmente
devido a produgao de fitorménios (Siviero et al., 2008). Muitos experimentos tem
sido desenvolvidos no sentido de otimizar praticas agricolas sustentaveis através de
técnicas que melhorem a qualidade dos alimentos e do solo e a fixagao bioldgica de
N2 se encaixa nesta finalidade. O alto custo de fertilizantes de N sintéticos limita a
producdo de alimentos nos paises pobres. No entanto, muitas plantas,
especialmente as leguminosas, podem se beneficiar do processo de fixacdo de
nitrogénio, para isso, € muito importante detectar novas bactérias de vida livre
fixadoras de N, com potencial para uso como inoculantes em plantas nao-
leguminosas (Albino et al., 2006).

Os rizébios formam associacbes simbidticas com plantas
leguminosas através da fixagdo de nitrogénio atmosférico em nddulos radiculares.

Os cientistas sempre se perguntaram se as plantas ndo pertencentes a familia
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Fabaceae poderiam ser manipuladas para formar associagcbes com rizobios. No
entanto, as interagdes rizébio-leguminosa sdo muito especificas, fazendo com que
linhagens de rizobio especificas nodulem com leguminosas hospedeiras também
especificas. Por outro lado, nem todos os membros da familia das leguminosas
formam noédulos. Das trés subfamilias de leguminosas, Caesalpinoideae,
Mimosoideae e Papilionoideae, a maioria dos membros da subfamilia basal
Caesalpinoideae ndo nodulam. Assim, a nodulagcdo e presumivelmente a fixacao
biolégica de nitrogénio, ndo sdo ubiquas dentro da familia das leguminosas. Os
sinais, em grande parte responsaveis por essas relagoes especificas hospedeiro-
microrganismo, pertencem a uma classe de compostos denominados flavondides.
Mais de 4000 flavondides diferentes tém sido identificados em plantas vasculares e
um subconjunto especifico delas esta envolvido na mediagdo da especificidade do

hospedeiro em leguminosas (Bais et al., 2006).

2.3.3 Interagao entre FMA e Rizobactérias em Leguminosas

A interagao entre bactérias fixadoras de N e FMA esta sendo objeto
de estudo, mas tem sido observado efeito sinérgico entre estes dois grupos de
organismos. Acredita-se que os beneficios desta interagdo possam ocorrer em raz&o
ao incremento na absor¢cdo de P pelas plantas micorrizadas, o que proporciona
melhores condigcdes para o estabelecimento de associagdes com diazotréficos
(Bhowmik; Singh, 2004). A associagcao de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e
bactérias fixadoras de nitrogénio pode contribuir para a fertilidade do solo,
produtividade e rendimento de culturas. Bem conhecidos, os efeitos dos FMA
incluem a captacdo melhorada de agua e de fésforo ou outros macro e
microelementos em situagcdes nao ideais. Este sistema pode, portanto, ser adaptado
para ajudar as plantas a se estabelecer e sobreviver em habitats deficientes de
nutrientes, degradados ou durante periodos de estresse. Combinagbes entre
bactérias fixadoras de nitrogénio e FMAs podem resultar em um efeito maior sobre o
desenvolvimento das plantas (Bir6 et al, 2000). A colonizagdo de bactérias
diazotréficas para plantas pode estar relacionada a presenca de FMA. As bactérias
diazotréficas associadas a esporos de FMAs podem promover o aumento e rapida
colonizagao pelo fungo, o que pode favorecer o desenvolvimento de um inoculante
comercial de FMA (Bhowmik; Singh, 2004). Segundo Artursoon et al. (2006), os
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beneficios da interacdo FMA-bactéria diazotréfica podem ocorrer em razao do
incremento na absor¢cdo de P pelas plantas micorrizadas, o que propicia melhores
condigbes para o estabelecimento da associagdo com diazotroficos, o que
representa, por sua vez, alto custo energético. Essas interagdes podem ser de
extrema importadncia para uma agricultura com menor emprego de insumos
quimicos, como os fertilizantes nitrogenados e fosfatados. Andrade et al (1998)
concluiram que o status micorrizico do solo pode influenciar seletivamente a
persisténcia de bactérias inoculantes, bem como afetar o niumero de outras bactérias
nativas. Existem varios relatos dos efeitos benéficos propiciados pela interacdo
FMA-bactéria diazotréfica (Bhowmik; Singh, 2004; Barea et al.,2005; Sala et al.,
2007; Raimam et al, 2007; Siviero et al., 2008; Miyauchi et al., 2008; Biro et al.,
2000).

2.4 ADUBACAO QuiMICA

Um fator de grande importdncia no desenvolvimento das
comunidades vegetais é o solo. Com excec¢ao do carbono, hidrogénio e oxigénio, os
vegetais adquirem seus elementos como ions inorganicos, e para plantas terrestres
a principal fonte de ions minerais € o solo. Os varios tipos de solos tém diferentes
composi¢cdes quimicas, e o crescimento vegetal € dependente da nutricdo mineral,
embora as exigéncias minerais variem qualitativa e quantitativamente conforme a
espécie (Street; Opik, 1984).

As plantas necessitam em sua nutricdo de uma grande variedade de
elementos quimicos, os quais sao provenientes dos minerais do solo ou do processo
de mineralizagdo das substancias organicas. Aproximadamente 98% dos
bioelementos no solo estdo na forma de serapilheira, humus, ligados ao material
inorganico de dificil solubilizagdo ou ainda incorporados aos minerais. Essa grande
porcdo atua como uma reserva, a qual por meio dos processos de decomposi¢cao e
mineralizagao coloca lentamente os nutrientes em disponibilidade para o vegetal. Os
2% restantes estao adsorvidos nos coléides do solo (Larcher, 2000).

O fésforo é indispensavel para todo o ciclo da planta, pois entra na
fotossintese, na respiracao e principalmente na formagao de raizes. Mas, nem
sempre essa substancia esta disponivel para ser absorvida pela planta, isso ocorre

mais efetivamente se o solo apresentar um pH em torno de 5,5. Mas como uma
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grande quantidade de P forma complexos insoluveis que nao sdo absorvidos pelas
plantas, deve-se adiciona-lo ao solo (Bennett, 1998).

E conhecida a importancia do nitrogénio quanto as suas fungdes no
metabolismo das plantas, participando como constituinte de moléculas de proteinas,
coenzimas, acidos nucléicos, citocromos, clorofila etc., além de ser um dos
nutrientes mais relevantes para o aumento da produgdo. A adubagao nitrogenada
influencia ndo sé a produtividade, mas também a qualidade do produto em
consequéncia do teor de proteina nos graos de milho (Ferreira et al., 2001). O teor
de N nas folhas é muito influenciado pela adubagao nitrogenada e, segundo Killorn;
Zourarakis (1992), a concentracao foliar de nitrogénio reflete sua disponibilidade no
solo, sendo que a sua anadlise pode ser util na detec¢cao de deficiéncia de N e,
consequentemente, na predi¢cado de produgao de graos.

O potassio também possui papel fundamental para a nutricado das
plantas por ser o cation em maior concentragédo, sendo um nutriente com relevantes
fungbes fisiologicas e metabolicas como ativacdo de enzimas, fotossintese,
translocacado de assimilados e também absorgéo de nitrogénio e sintese protéica,
tornando-se, portanto, limitante em sistema de utilizagédo intensiva do solo (Andrade
et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste projeto € o desenvolvimento de inoculantes
microbianos que promovam o rapido crescimento do guapuruvu (Schizolobium
parahyba var. parahyba) inoculado com Glomus clarum e uma bactéria fixadora de N
do género Rhizobium sp.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito dos inoculantes de fungo MA e bactéria fixadora de N
no crescimento do S. parahyba, comparado com a adigdo ou nao de
adubo quimico.

e Determinar a combinagdo de inoculantes mais eficiente para o

crescimento das plantas de guapuruvu.
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Abstract

Schizolobium parahyba (guapuruvu) has potential to be used as source of wood and
in revegetation program. The aim of this research was test microbial inoculants,
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and Rhizobium sp., that promote plant growth.
Plants were inoculated with 10 g of AMF Glomus clarum and 1 mL of cell suspension
(10’ CFU/mL) of Rhizobium sp. and 100 g of chemical fertilizer NPK 20-05-20 per
planting hole. Experiment was carried out at the experimental station of IAPAR in
Xambre, Brazil. Experimental design was randomized complete blocks with five
replications and eight treatments (n = 800). Plant height and stem diameter was
measured. Results were analyzed by ANOVA and Tukey test (p <0.05). Rhizobia and
mycorrhiza showed no effect on plant growth. High concentration of P in the soil may
have negatively influenced the establishment of symbiosis with AMF. Guapuruvu
treated with fertilizer increased plant growth and survival when compared with
inoculated plants. These results demonstrated that in the early stages of growth
inoculation with microorganisms appeared to be not efficient, especially in native
trees of the successional group of pioneers that have a high rate of growth like the
guapuruvu when cultivated in pasture area with Brachiaria decumbens.

Keywords: Arbuscular mycorrhiza. Rhizobium. Schizolobium, Glomus, microbial
inoculant.

Introduction

A drastic loss of native vegetation cover of Parana state (Brazil) has
been occurring since the past century until today, in a recent survey of 2010, the area
of Atlantic Forest remnants recorded 10.65% (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2011).

Fragmentation of vegetation usually occurs by the colonization process of the region
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and land use. Northern state of Parana, for example, suffered intense transformation
in the landscape due to agricultural activities (Fajardo, 2007). Despite some recent
deforestation, has been occurring a tendency to reforestation with native species and
recovery of deforested areas (IPARDES, 2010).

Leguminous have enormous potential for rehabilitation of degraded
areas, in addition to conservation and fertility improvement (Alvino-Rayol et al, 2011).
Schizolobium parahyba (Vell.) S.F. Blake var. parahyba (Lewis, 2010), commonly
known as guapuruvu, is a leguminous that has a prominent role in programs for
reforestation of degraded areas, mainly due its rapid growth in field (Pietrobom &
Oliveira, 2004; Callado & Guimaraes, 2010; Sereda et al., 2008).

The use of inoculation of microorganisms growth-promoters is
consistent with technological innovations applied to silvicultural production system
that uses nitrogen-fixing microorganisms and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) to
improve the process of forest production (Schiavo & Martins, 2003; Siviero et al.,
2008). On soil there are several species of microorganisms composing the microbial
community that act in biogeochemical cycles and are important to soil fertility and
plant growth, including those of commercial interest for reforestation (Andrade, 2004;
Hernandéz-Ortega et al, 2011).

Leguminous plants may establish symbiosis with fungi, which can
result in reciprocal transfer of fungus P to the plant in exchange to the plant carbon
for the better growth of the fungus and tropical leguminous (Zangaro et al., 2003).
There are free-living bacteria soil that also promote growth of plants, called Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) (Artusoon et al., 2006). Inoculation of
leguminous plants with a bacterial promoter of plant growth and AM fungi can
increase plant growth (Abd-Alla et al., 2000; Marin et al., 2010), there are several
reports of beneficial effects offered by the interaction AMF - diazotrophic bacteria
(Bhowmik & Singh, 2004; Barea et al.,2005; Sala et al., 2007; Raimam et al, 2007;
Siviero et al., 2007; Miyauchi et al., 2008; Bir6 et al., 2000).

The aim of this work was to develop microbial inoculants that
promote growth of guapuruvu (S. parahyba) grown under field conditions, inoculated

with AM fungi Glomus clarum and Rhizobium sp.
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Materials and methods

Experimental Design

The experiment was carried out at Agronomic Institute of Parana,
Xambré — Parana State (lat. 23° 47’ 27” S and long. 53° 35’ 45” W) from March to
December 2011. The climate in the region was humid subtropical. The mean rainfall
was about 1.4 m (IAPAR, 2000). The soil was a red Oxisol and the study area (120 m
X 60 m) was pasture covered with Brachiaria decumbens.

The experimental design was a randomized complete block design
arranged in factorial treatment combinations with five replications with the treatments
as follow: N-fixing bacteria (Rhizobium sp.), AM fungi (Glomus clarum), fertilize NPK
(Treatments: 1. Control; 2. Rhizobium; 3. Glomus clarum; 4. Fertilizer; 5. Rhizobium
+ fertilizer 6. Rhizobium + Glomus clarum; 7. Glomus clarum + fertilizer; 8.
Rhizobium+ Glomus clarum + fertilizer). Each block was composed by eight parcels
that corresponded to the eight treatments and each parcel had twenty plants
arranged in spacement of 3 m X 3 m.

In this experiment the parameters evaluated were total height (cm) at
30, 60, 120,180 and 240 days after the experiment’s installation, stem diameter (10
cm above the soil) in cm at 180 and 240 days and survival (%). Data were evaluated
by analyses of variance (ANOVA). The Tukey’s Honest significant difference tests

were performed at p < 0.05.

Soil and plant

The chemical soil analysis was: pH (CaCl,) 4.5; AF* 0.26 cmol,
dm=; H + Al 4.60 cmol. dm™; Ca?* 0.86 cmol. dm™3; Mg? 0.35 cmol, dm=; K"
0.26 cmol, dm™; P 24.0 mg dm™3; C 7.37 g dm™.

Seeds of S. parahyba were collected at the campus of the State
University of Londrina, Londrina, PR, Brazil. After seeds were mechanically scarified,
they were sown in tubettes in substrate red Oxisol mixed with vermiculite of a
medium particle size in the ratio 4:1. Following 30 days, the seedlings were taken to

the experimental station of IAPAR.
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Bacteria inoculum

The bacterial strain used as inoculum was Rhizobium sp. isolated
from nodules of Acacia sp., a leguminous, provided by the collection of the
Laboratory of Microbial Ecology (LEM). Rhizobium sp. was inoculated in Petri dishes
with YMA media (Vincent, 1970) plus Congo red (0,25%) and incubated at 28 °C 48
h™. Bacteria was re-suspended in sterile saline solution (NaCl 0.85%). The final cell
concentration for bacteria inoculum was approximately 10’ colony forming unit (CFU
mL") adjusted by visual comparison between CaCOs solution standard. The seeds
were inoculated with 1 mL of bacterial suspension around seedling after appeared

the first pair of leaves.
AM Fungi inoculum

The inoculum of G. clarum was from LEM collection and was
maintained in pots with Brachiaria decumbens. Ten grams of inoculum containing 53
spores g™, colonized roots and mycelia were added in tubettes. After inoculation, a
thin layer of soil covered was added (around 2 cm) and then the seeds were sowed.
The number of spores was evaluated on 10 g of rhizosphere soil.

Soil and Brachiaria sp. roots that were present in the area before the
establishment of experiment were collected and analyzed for the number of spores
and root colonization. Analyses for number of spores and root colonization were also

performed at the end of experiment for soil and guapuruvu roots.
Fertilizer

Treatment with chemical fertilization occurred with addition of 100 g
of NPK fertilizer 20-5-20 per planting hole.
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Results

Total height

The measures of total height made until 180 days after sowed
revealed plants not inoculated with AM fungi showed higher growth compared with
inoculated. At 30 days after sowing no treatment presented significant differences.
However from 60 days to 240 days, plants fertilized with NPK fertilizer showed

greater total height when compared with others treatments (Table 1).

Table 1 — Effects of AM fungi (Glomus clarum), PGPR Rhizobium sp., fertilizer NPK
20-5-20 and their interactions on total height (cm) of Schizolobium
parahyba at 30 , 60, 120, 180 and 240 days after seedling planting. AMF:
Arbuscular mycorrhizal fungi; Rhi: Rhizobium; Fert. : Fertilizer. Means in
the column sharing the same letter are not significantly different according
to Tukey test (P < 0.05).

Treatment 30 days 60 days 120 days 180 days 240 days
AM fungi 23.94 a 31.15a 37.32 a 48.87 a 78.73 a
AMF control 25.21a 32.79 a 39.03 a 51.30 a 75.36 a
Rhizobium 24.20 a 32.05a 38.21 a 49.78 a 75.27 a
Rhi control 24.96 a 31.89a 38.14 a 50.39 a 79.43 a
Fertilizer 24.78 a 33.97b 41.82b 55.43 b 84.10 b
Fert. control 24.38 a 29.97 a 34.53 a 44.74 a 68.65 a
ANOVA (p values)

AM fungi 0.0567 0.1183 0.1986 0.3261 0.2882
Rhizobium 0.2442 0.8804 0.9605 0.8088 0.6411
Fertilizer 0.5363 0.0005 0.0001 0.0002 0.0069
AMF*Rhi 0.5465 0.5201 0.9303 0.7850 0.9020
AMF*Fert. 0.6758 0.6316 0.9061 0.7063 0.1818
Rhi*Fert. 0.2098 0.3429 0.0825 0.8548 0.6836

AMF*Rhi*Fert.  0.6758 0.5078 0.2063 0.4926 0.7952
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Stem diameter

The same total height results were observed to stem diameter (10
cm above the soil), both at 180 and 240 days, plants treated with fertilizer showed
bigger diameter when compared with other treatments (Table 2). Presence of G.
clarum and Rhizobium sp. did not show any effect on total height and diameter of the

guapuruvu.

Table 2 — Effects of AM fungi (Glomus clarum), PGPR Rhizobium sp., fertilizer NPK
20-5-20 and their interactions on steam diameter - 10 cm above the soil -
(cm) of Schizolobium parahyba at 180 and 240 days after seedling
planting. AMF: Arbuscular mycorrhizal fungi; Rhi: Rhizobium; Fert.:
Fertilizer. Means in the column sharing the same letter are not significantly
different according to Tukey test (P < 0.05).

Treatment 180 days 240 days

AM fungi 1.33 a 2.27 a
AMF control 1.30 a 228 a
Rhizobium 1.33 a 218 a
Rhi control 1.31a 2.38 a
Fertilizer 1.51b 258b
Fert. Control 1.12 a 1.89 a
ANOVA (p values)
AM fungi 0.7173 0.7151
Rhizobium 0.7994 0.3822
Fertilizer 0.0001 0.0017
AMF*Rhi 0.6653 0.6702
AMF*Fert. 0.7378 0.3227
Rhi*Fert. 0.4770 0.8856
AMF*Rhi*Fert. 0.5780 0.6776

Survival (%)

All treatments had more survival when compared with control that
presented just 17% of survival at the end of experiment. Plants inoculated with

Rhizobium sp. and G. clarum presented 40 and 37% of survival, respectively.
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However, plants inoculated just with fertilizer showed 73% of survival, the better
among the treatments. The others treatments corresponding to interactions between
Rhizobium sp., G. clarum and fertilizer presented survival ranging from 50 to 60%.
The experimental area has suffered some external influences, such
as pests, rabbits attack and frost on June, in addition, the seedlings were planted out

of rainy season, in the fall, thus there was a decrease in sample size of 60%.

Number of spores and root colonization

Soil collected before establishment of experiment presented 28
spores / g, but Brachiaria sp. roots were 83% colonized by internal hyphae.

At the end of the experiment we found 28 spores / g of in mycorrhizal
plants of guapuruvu and 50% of colonized roots, little differing of the control that

presented 19 spores / g of soil and 30% of colonized guapuruvu roots.

Discussion

At the end of experiment, soil with plants colonized by AM fungi
presented the same number of spores that soil of experiment beginning and they did
not present large difference for number of spores in soil when compared with control,
revealing low colonization at the end of experiment. Root colonization by AM fungi
can be slow, resulting on limited plant response to mycorrhization. Depression of the
inoculated plant growth can occur on the early stages of colonization mainly in native
trees from succession group of the pioneers which have a high growth rate, as
guapuruvu (Nogueira & Cardoso, 2000; Zangaro et al., 2003; Zangaro et al., 2007).
From 60 days, guapuruvu showed significant responses to treatment with fertilizer
compared to inoculated plants. The results showed that in the inicial stages the
inoculation with microorganisms appears to be inefficient.

The high concentration of P in experimental soil (24.0 mg dm™) may
have influenced the establishment of the symbiosis between AMF and guapuruvu,
since the AMF is subject to the inhibitory effects of high doses of P (Nogueira &
Cardoso, 2000; Smith & Read, 1997; Kiriachek et al., 2009; Bressan & Vasconcellos,
2002). Flores-Aylas et al. (2003) observed that the growth of tree seedlings

decreased a response by inoculation when P level was low. The seedlings showed a
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moderate dependence of mycorrhiza for their development, not responding to the
AMF in high P. The increased availability of phosphorus generally leads to a
reduction of colonization in roots. It can be attributed to a higher cost of nutrient
uptake by mycorrhiza root and/or a low efficiency of nutrients use by increasing of
nutrients availability (Grandcourt et al., 2004). Moreover, P can affect the root
exudate (Graham et al., 1981), phytohormones balance (Lambais & Mehdy,1993)
and sugar in roots, expression of plant defense genes and molecular signaling during
infection and colonization (Lambais & Mehdy,1995; Kiriachek et al., 2009). Aidar et
al. (2004) found a decrease in root colonization by fungi in the Atlantic Forest from
southeastern Brazil and suggested that the AM fungi colonization decreases with
increasing soil fertility. Carneiro et al. (1998) found a low incidence of arbuscular
mycorrhiza in Schizolobium parahyba.

In some cases, several species or fungal isolates exhibit high
capability of colonization, but can be little effective in benefiting the plant. This arises
from the particularity of the fungus or the plant, which, even with symbiosis, does not
benefit of the relationship in terms of growth (Helgason, 2002).

Several factors influence the symbiotic effectiveness of Rhizobium
strains under field conditions such as temperature, soil acidity, nutrient concentration
and plant to be inoculated. These factors together can promote loss of response to
inoculation, decreasing efficiency of plant to establish a symbiotic relationship with
bacteria (Moraes et al.,, 2010). Both Oliveira (1999) and Barberi et al. (1998)
analyzing rhizobia of leguminous did not detect the presence of nodules on plants of
the subfamily Caesalpinioideae such as Schizolobium parahyba. The absence of
nodulation in Caesalpinioideae may be related to the fact of this subfamily contain
genera of tree species more archaic in the scale of evolution of species and they are
unable to nodule. Nodulation appears to be a feature that was established after and
because of it, is widely distributed in the most advanced leguminous (Barberi et al.,
1998).

Souza et al. (2011) verified that guapuruvu is very susceptible to frost
and obtained 100% of tested plants damaged suffering losses in height growth.
Carvalho (2003) also concluded that S. parahyba not tolerate low temperatures. The
highest survival rates observed in the plants of fertilizer treatment suggests that the
greater development provided by fertilizer conferred certain weather resistance by

plant.
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The planting carried out in autumn and therefore out of rainy season,
and frost occurred on June affected plant development and decreased the sample
population. However, we found that Schizolobium parahyba var. parahyba responds
very well to fertilization, because plant growth and survival were increased by
fertilizer when compared with unfertilized plants.

However, we suggest a longer period of experimental evaluation for
guapuruvu begin to respond to the associations with microorganisms, because
inoculation is less efficient in the first months after planting in fast-growing species
such as Schizolobium. We also suggest some sensibility of S. parahyba by high
levels of P in soil, since there were no large quantities of spores and roots colonized

in plants with AM fungi and their treatments were not significantly different.
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